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1. Einleitung 
 
 
1.1 Allgemeines zur Pathogenese von Atemwegserkrankungen 
 
Zigarettenrauch spielt in der Pathogenese einiger bedeutender pneumologi-
scher Erkrankungen eine wichtige Rolle. Hierzu gehört in erster Linie die  Chro-
nische Obstruktive Lungenerkrankung (COPD) [Arruda et al. 2005], [Vineis et 
al. 2005]. Auch in der Pathogenese des Bronchialkarzinoms spielt Zigaretten-
rauch die wesentliche Rolle.  
Obwohl es als gesichert gilt, dass Rauch einen wesentlichen Einfluss auf die 
Pathogenese von chronischen Lungenerkrankungen ausübt, ist bisher sehr we-
nig darüber bekannt, wie diese Einflussnahme auf zellulärer Ebene genau von-
statten geht [Vonk-Noordergraf et al. 2005]. 
Insbesondere wird davon ausgegangen, dass durch die Einwirkung von Zigaret-
tenrauch ein chronischer Entzündungsprozess in der Lunge unterhalten wird 
[Vernooy 2002], über dessen genauen Entstehungsmechanismus bisher nur 
wenig bekannt ist. 
Allgemein wird angenommen, dass bei der Unterhaltung dieser pulmonalen 
Entzündung neben Zigarettenrauch  proinflammatorische Zytokine eine nicht 
unwesentliche Rolle spielen [Hill et al. 1999]. 
Des weiteren existieren in der Lunge sogenannte antimikrobielle Peptide, von 
denen angenommen wird, dass sie als Entzündungsmediatoren fungieren kön-
nen. Aus diesem Grund gilt es als wahrscheinlich, dass sie an der Pathogenese 
der COPD mit beteiligt sind.  
Da postuliert werden muss, dass der beschriebene chronische pulmonale Ent-
zündungsprozess nicht erst mit Auftreten von Krankheitssymtomen beginnt, 
sondern bereits viel früher, lag es nahe, zu untersuchen, inwieweit sich die Ent-
zündungsparameter gesunder Raucher und Nichtraucher voneinander unter-
scheiden. Deshalb wurde in der vorliegenden Studie von insgesamt ca 100 ge-
sunden Probanden, 50 Raucher und 50 Nichtraucher, Sputum induziert und die 
im Überstand  gemessenen Level von Zytokinen und antimikrobiellen Peptiden 
miteinander verglichen. Im Anschluss daran wurde noch eine immunhistoche-
mische Darstellung zellulärer Verteilungsmuster des induzierten Sputums (IS) 
durchgeführt. 
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1.2  Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)
 
Die  COPD ist ein gravierendes, weltweit wachsendes Gesundheitsproblem. 
1990 noch rangierte die Erkrankung auf Platz sechs der häufigsten globalen 
Todesursachen, 2004 belegte es bereits den vierten Platz [Barnes et al. 2004]. 
Es wird erwartet, dass die COPD im Jahr 2020 an dritter Stelle der weltweit 
häufigsten Todesursachen stehen wird [Ezzati et al. 2004]. 
Unter dem Begriff COPD werden zwei unterschiedliche Krankheitsbilder zu-
sammengefasst. Dies sind die chronische Bronchitis und das pulmonale Em-
physem [Navarro et al. 2004].  
Pathophysiologisch wird die COPD definiert durch eine irreversible Behinderung 
des Luftstromes, besonders während einer forcierten Expiration [Pauwels et al. 
2001]. Diese geht entweder auf einen Anstieg des Widerstandes der kleineren 
Atemwege, bedingt durch eine Kontraktion der Bronchialmuskulatur, oder vor 
allem auf eine Erhöhung der Compliance der Lunge aufgrund eines emphyse-
matösen pulmonalen Umbauprozesses oder auf eine Kombination beider Vor-
gänge zurück [Brabandt et al. 1983]. COPD-Patienten verlieren durchschnittlich 
ca 50 ml ihrer FEV1 (forciertes expiratorisches Volumen) im Jahr,  gesunde 
Nichtraucher hingegen lediglich ca 20 ml [Barnes 2004]. Dies erklärt unter an-
derem die im Verlauf des Krankheitsprozesses zunehmende Dyspnoesympto-
matik.  
Als Ursache einer COPD gilt das Einwirken toxischer Gase sowie verschieden-
artiger Partikel, die über lange Zeiträume hinweg regelmäßig eingeatmet wer-
den [Pauwels 2004]. Zu der Entstehung dieses Krankheitsbildes trägt Umwelt-
verschmutzung weniger stark bei als Rauchen, das den Hauptrisikofaktor dar-
stellt [Siafakas et al. 1995]. In den meisten Fällen ruft chronische Rauch-
Exposition beim Menschen nachweislich  ein Emphysem nach den Kriterien des 
National Heart, Lung and Blood Institute hervor [Snider 1985]. Die Mehrheit die-
ser Emphyseme sind vom zentroazinären Typ.  
Auch lassen sich Veränderungen in der Zusammensetzung des pulmonalen 
Zytokinprofils nachweisen. Der Nachweis gelang besonders eindrucksvoll in 
einer Studie, in der die bronchioalveolären Lavage-Flüssigkeit (BAL) von 61 
asymptomatischen älteren Probanden, 16 Exraucher (seit mindestens 6 Mona-
ten) und 45 mehr oder minder starken Rauchern mit oder ohne subklinischem 
Emphysem, untersucht wurde. Hierbei fanden sich statistisch signifikant erhöhte 
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Level von IL-8 in der Gruppe der Raucher mit subklinischem Emphysem im 
Vergleich zu den Exrauchern oder den gesunden Rauchern [Tanino et al. 
2002].   
Da es sich bei der BAL um eine invasive und dementsprechend mit potentiellen 
Risiken für den Probanden verbundene  Methode zur Untersuchung der pulmo-
nalen Entzündungsvorgänge handelt, deren Anwendung  für reine Forschungs-
zwecke schwierig praktisch umzusetzen ist, musste eine nichtinvasive und risi-
koärmere Methode gefunden werden, um die Entzündungsvorgänge innerhalb 
der Lunge weiter erforschen zu können. 
 
 
1.3. Induziertes Sputum (IS)
 
Der Begriff „ induziertes Sputum“ ist definiert als Sekret der Atemwege, das 
nach Induktion mit  hyptertoner Kochsalzlösung abgehustet wird. Sputum be-
steht überwiegend aus Schleim und Zellen [Magnussen et al. 1999]. In den letz-
ten 10-15 Jahren hat die Methode des induzierten Sputums immer weiter an 
Bedeutung gewonnen, da eine Sputuminduktion eine nichtinvasive, sichere und 
kostengünstige Methode zur Untersuchung pulmonaler Entzündungsvorgänge 
darstellt [Lumière et al. 2001]. Es wurde auf diese Art und Weise Sekret der 
Atemwege gewonnen, das sich hinsichtlich der Auswertbarkeit und Aussage-
kraft möglicherweise nur wenig von einer BAL-Flüssigkeit unterscheidet [Bright-
ling et al. 2003]. Im Vergleich zu einer BAL wird induziertes Sputum eher aus 
zentralen, BAL hingegen eher aus den peripheren Anteilen der Lunge gewon-
nen [Jayaram et al. 2000]. Außerdem wurde eine Sputum-Induktion  dem Auf-
arbeiten von Spontansputum vorgezogen, da man auf diese Art und Weise eine 
größere Probenmenge zur Verfügung hatte. Des weiteren bietet induziertes 
Sputum den Vorteil der wesentlich höheren Zellvitatlität, die einen erheblichen 
Beitrag zu einer verbesserten Qualität der Zellpräparation und damit auch zu 
einer besseren Zelldifferenzierung  führt [Ronchi et al. 2001].   
Noch immer wird die Methode des induzierten Sputums nur ausnahmsweise in 
der Routinediagnostik verwendet, da bisher zwar gut begründete Empfehlun-
gen, aber noch keine allgemein akzeptierten Guidelines für die  Standardisie-
rung des Induktions-Protokolls existieren. Dies bedeutet natürlich auch, dass 
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus verschiedenen Einrichtungen und La-
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bors nur sehr bedingt gegeben ist [Magnussen et al. 2000]. Eine wesentliche 
Quelle für die Nichtvergleichbarkeit der Messergebnisse liegt  in der Tatsache, 
dass es Arbeitsgruppen gibt, die das ganze Sputum verwenden, und solche, die 
nur Teile der Sputumprobe entnehmen und weiteranalysieren. Eine weitere 
Quelle für die beträchtliche messmethodische Heterogenität bezieht sich auf die 
Konzentration der verwendeten Kochsalzlösung, die zwischen 0,7 – 7% 
schwankt [Paggiaro et al. 2002] . Trotz dieser Einschränkungen gibt die Metho-
de der Sputuminduktion  Aufschluss über eine Reihe von Entzündungsparame-
tern, die unter anderem beim Asthma bronchiale und  der COPD eine entschei-
dende Rolle spielen. Die Konzentration von Interleukinen und die Zellzusam-
mensetzung des Sputums lassen wertvolle  Rückschlüsse auf die Art der Ent-
zündung der Atemwege zu [Belda et al. 2001].  
Einen interessanten Überblick über die Unterschiede hinsichtlich der differen-
tiellen Zellzählung bietet die Arbeit von Balzano et al. aus dem Jahre 1999, in 
der die induzierten Sputa von 10 Patienten mit stabiler COPD, 11 asymptomati-
schen Rauchern und 10 gesunden Nichtrauchern miteinander verglichen wur-
den. Hierbei zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen diesen Gruppen, 
insbesondere hinsichtlich des Anteils an Makrophagen und neutrophile Granu-
lozyten: In den Sputa von Nichtrauchern und Rauchern fanden sich  lediglich 
etwa 1/3 neutrophile Granulozyten und knapp 2/3 Makrophagen, während die 
entsprechenden Anteile bei den  COPD-Patienten mit 1/5 Makrophagen  und 
rund 4/5 neutrophilen Granulozyten ein wesentlich verändertes Muster aufwie-
sen [Balzano et al. 1999].  
Die bisher veröffentlichten Daten zu den Entzündungsmediatoren sind aufgrund 
unterschiedlicher Arten der Sputum-Aufarbeitung sowie unterschiedlich starker 
Verdünnungsverhältnisse nur schwer vergleichbar. Dennoch ergibt sich hin-
sichtlich der Differenzierung zwischen Rauchern und Nichtrauchern ein eini-
germaßen klares Bild: Yamamoto et al. [1997] haben im Sputum von fünf ge-
sunden Rauchern und sieben gesunden Nichtrauchern die IL-8-Aktivität  ge-
messen und festgestellt, dass zwischen gesunden Nichtrauchern und Rauchern 
keine signifikanten Unterschiede bezüglich des IL-8 Levels vorlagen. Des weite-
ren bestimmten Vernooy et al. [2002] im Rahmen einer vergleichenden Studie 
im induzierten Sputum von 18 COPD-Patienten und 17 gesunden Rauchern die 
IL-8-Aktivität, mit dem Resultat, dass sich beide Gruppen signifikant  von einan-
der unterschieden. Darüber hinaus existieren noch eine Reihe weiterer Arbei-
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ten, die die pulmonale Entzündungsreaktion in verschieden Stadien der COPD 
analysiert sowie Sputa von Patienten mit Asthma bronchiale und COPD mitein-
ander verglichen haben.  
 
 
1.4 Bedeutung von Zytokinen für die Pathogenese der COPD 
 
Inflammatorische Zytokine spielen bei der Pathogenese von entzündlichen 
Lungenerkrankungen eine zentrale Rolle. Sie sind niedermolekulare Proteine, 
die von sehr unterschiedlichen Zelltypen gebildet werden. In der Lunge gilt der 
Makrophage als wichtigster Produzent von Zytokinen. Unter bestimmten Bedin-
gungen jedoch können auch andere Zellarten, wie beispielsweise Epithelzellen 
oder Endothelzellen, Zytokine ausschütten und gleichzeitig als Effektorzellen 
fungieren. Diese können auf drei verschiedenen Wegen stimuliert werden: 1. 
endokrin, 2. parakrin und 3. autokrin. Da Zytokine die Eigenschaft besitzen, die 
Synthese weiterer Zytokine zu induzieren, entsteht eine Entzündungskaskade, 
wodurch die  Entzündungsreaktion potenziert wird [Martin 1997].  
Im Verlauf einer Entzündungsreaktion werden pro- und antiinflammatorische 
Zytokine gebildet und ausgeschüttet. Durch die Intensität und Geschwindigkeit, 
mit der dieser Prozess abläuft,  wird häufig die Schwere des Krankheitsbildes 
bestimmt [Walz et al. 1991]. 
Die Entzündungskaskade läuft im einzelnen folgendermaßen ab: Bakterielle 
Produkte, wie beispielsweise LPS oder Bakterien, aktivieren Makrophagen. 
Diese wiederum produzieren und sezernieren daraufhin eine ganze Reihe von 
Zytokinen, wie z.B. TNF-α und IL-1ß. Letztere stehen am Anfang der Entzün-
dungskaskade und  werden deswegen häufig auch  „early response cytokines“ 
genannt. Diese Zytokine aktivieren sowohl weitere Makrophagen als auch Epi-
thelzellen und Endothelzellen, die ihrerseits wiederum  Zytokine ausschütten. 
Diese produzieren weitere inflammatorische Zytokine, wobei unter anderem 
auch Chemokine freigesetzt werden, die zur Einwanderung von Leukozyten aus 
dem Blut an den Ort der Entzündung führen. Ein wichtiger Vertreter der Che-
mokine ist das Interleukin-8, welches hauptsächlich  neutrophile Granulozyten  
aktiviert [Baggiolini et al. 1997]. 
Als antiinflammatorische Zytokine bezeichnet man im Gegensatz dazu natürli-
che Inhibitoren der oben beschriebenen „early response cytokines“.  Die Balan-
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ce zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen wird einerseits durch 
Binden der „early response cytokines“ TNF-α und IL-1ß an soluble TNF-α / IL-
1ß Rezeptoren bzw. durch Kompetition von IL-1ß mit  dem IL-1ß Rezeptor-
Antagonisten (IL-1 RA), andererseits durch Hemmung der Produktion von 
proinflammatorischen Zytokinen reguliert.  Ein Beispiel hierfür sind die an-
tiinflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-13, welche die Produktion der 
proinflammatorischen Zytokine TNF-α,  IL-1ß und IL-6 inhibieren [Geiser 1999]. 
 
Es wird davon ausgegangen, dass bei der COPD ein chronischer Entzün-
dungsprozess unterhalten wird, in dessen Rahmen sich auch die Zusammen-
setzung der inflammatorischen Zytokine im induzierten Sputum verändert. Dies 
wurde in einigen Studien gezeigt, in deren Rahmen  das induzierte Sputum von 
COPD-Patienten mit dem von gesunden Rauchern oder auch Asthma-Patienten 
bezüglich Veränderungen der Zytokin-Zusammensetzung verglichen worden ist.  
Da bisher noch keine Daten vorliegen, die die Zytokin-Zusammensetzung im 
induzierten Sputum von gesunden Nichtrauchern und Rauchern miteinander 
vergleichen, wurden Nichtraucher im Rahmen der vorliegenden Arbeit als Kon-
trollen rekrutiert. 
 
 
1.5 Antimikrobielle Peptide (AMPs)
 
Im weiteren Sinne versteht man unter antimikrobiellen Peptiden (AMPs)  alle 
Oligo- und Polypeptide, die  die Fähigkeit aufweisen, Mikroorganismen abzutö-
ten oder deren Wachstum zu behindern. Das erste menschliche α-Defensin 
konnte erstmals im Jahre 1985 nachgewiesen werden [Ganz et al. 1985].      
Im engeren Sinne handelt es sich bei AMPs um körpereigene Abwehrstoffe, die 
hauptsächlich auf mukösen Oberflächen nachzuweisen sind und von Epithelzel-
len produziert werden [Hiratsuka et al. 1998].  AMPs besitzen nicht nur direkte 
antimikrobielle Wirkung, sondern erfüllen auch vielfältige  Funktionen als Ent-
zündungsmediatoren [Tossi et al. 2000]. Im Verlauf einer Entzündung spielen 
sie im frühen Stadium eine entscheidende Rolle bei der körpereigenen Abwehr-
reaktion gegen Makrophagen. Außerdem  beeinflussen sie Prozesse, wie bei-
spielsweise die Chemotaxis, die  Wundheilung,  die Zellproliferation sowie Im-
munreaktionen [Beisswenger et al. 2005]. Im Prinzip erscheint es möglich, neue 
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Medikamente mit antimikrobiellen Peptiden als Wirkstoffe zu entwickeln, die 
sich insbesondere als Antibiotika oder  antiinflammatorische Modulatoren ein-
setzen ließen [Koczulla und Bals 2004].  
Wichtige Gruppen von AMPs sind die ß-Defensine (hBD-1 und –2) und die Ca-
thelecidine (LL-37/hCAP-18). hBD-1, -2 und -4 werden allgemein von  Oberflä-
chenepithelien  und  von serösen schleimproduzierenden Drüsen in der Wand 
von Atemwegen produziert. Des weiteren wurden sie in Atemwegssekreten im 
Bereich von µl/ml  nachgewiesen [Singh et al., 1998]. Beide ß-Defensine wer-
den  von den Epithelzellen der menschlichen Atemwege produziert  [Goldman 
et al. 1997; Bals et al. 1998]. 
Als einziges menschliches Cathelicidin wurde LL-37/hCAP-18 aus menschli-
chem Knochenmark isoliert [Gudmundsson et al. 1996]. In den menschlichen 
Atemwegen wird es ebenfalls von Eptithelzellen produziert  und an die Atem-
wegs-Oberfläche abgegeben. Dort haben sie eine breite antimikrobielle Aktivität 
inne [Bals et al. 1998]. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass einige Peptide permanent neu gebildet werden. 
Zu dieser Gruppe gehört beispielsweise hBD-1 sowie murines ß-Defensin 1 
(mBD) [Bals et al. 1999]. Andere AMPs werden nur nach Kontakt mit Mikroor-
ganismen bzw. proinflammatorischen Mediatoren hochreguliert.  Unter experi-
mentellen Bedingungen wurde dies nachgewiesen für hBD-2, hBD-3, hBD-4 
und LL-37  [O´Neil et al. 1999; Oguhsi et al. 2001]. Darüber hinaus fanden sich 
bei mehreren Krankheitsbildern in diversen Körpersekreten erhöhte Konzentra-
tionen antimikrobieller Peptide.  Dies gilt insbesondere für Infektionskrankhei-
ten, wie z.B. die Pneumonie sowie die Cystische Fibrose [Hiratsuka et al. 1998; 
Bals et al. 1999].  
AMPs haben ein breites antimikrobielles Spektrum (sowohl gegen grampositive 
als auch gegen gramnegative Bakterien) und zerstören Zellen durch eine Inter-
aktion mit Biomembranen. Neben dieser direkten antimikrobiellen Funktion ha-
ben sie verschiedene Rollen als Entzündungsmediatoren inne. Sie beeinflussen 
unterschiedliche Prozesse, wie zum Beispiel Zellproliferation, Wundheilung, 
Zytokin-Ausschüttung, Chemotaxis und Protease-Antiprotease-Gleichgewicht 
[Koczulla et al. 2003]. 
AMPs verfügen des weiteren über eine konzentrationsabhängige Toxität ge-
genüber eukaryoten Zellen. Es wurden hohe Konzentrationen von α-Defensinen 
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bei Patienten mit Zystischer Fibrose und Chronischer Bronchitis beschrieben 
[Soong et al. 1997 und Panyutich et al. 1993]. Bei diesen Krankheitsbildern tru-
gen sie unter anderem zu einer Entzündungsreaktion bei. Weiterhin induzieren 
α-Defensine bei Lungenepithelzellen eine IL-8-Ausschüttung [Wetering et al. 
1997]. Die Zerstörung der Zellen durch α-Defensine steigt wahrscheinlich durch 
eine Defensin-induzierte Lyse der Epithelzellen oder ein Binden der α-
Defensine an Protease-Inhibitoren, wie z.B. α1-Antitrypsin [Panyutich et al. 
1995]. 
Aufgrund der Eigenschaft als Entzündungsmediator ist es möglich, dass AMPs 
an der Pathogenese entzündlicher Atemwegserkrankungen beteiligt sind.   
Im Sinne der gleichen Grundvorstellung ist auch zu erwarten, dass sich nach 
langjährigem Nikotinabusus bei subjektiv gesunden Rauchern im Vergleich zu 
gesunden Nichtrauchern Unterschiede in der Verteilung und Konzentration von 
AMPs ergeben. Diese Hypothese wurde  im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
anhand von Sputumproben untersucht, die mit Hilfe zweier verschiedener Me-
thoden der Sputuminduktion gewonnen, immunhistochemisch aufgearbeitet und 
mittels  eines Protein-Assay sowie verschiedenen ELISAs und einem ELLA 
(enzyme linked lectin assay) analysiert wurden.  
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2. Fragestellung 
 
In der Pathogenese der COPD geht man davon aus, dass die rezidivierende 
Einwirkung eines potentiell toxischen Rauchgemisches einen ständigen Ent-
zündungsprozess in der Lunge unterhält. Es ist davon auszugehen, dass es 
sich hierbei um einen über Jahrzehnte dauernden, schleichenden, chronischen 
inflammatorischen Prozess handelt. 
Deshalb war es das Ziel, folgende Fragen zu beantworten: 
1. Existiert ein signifikanter Unterschied zwischen den Sputa von Rauchern 
und Nichtrauchern bezüglich der Konzentrationen von Zytokinen, i.e. IL-
1ß,  IL-6 und IL-8, antimikrobiellen Peptiden (i.e. LL-37) und Mucin? 
2. Inwieweit unterscheidet sich das differentiale Zellbild von Rauchern und 
Nichtrauchern? 
3. Welche Zellen exprimieren antimikrobielle Peptide? 
4. Ist es möglich, in den Zellen des induzierten Sputums antimikrobielle     
Peptide immunhistochemisch nachzuweisen? 
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3. Material und Methoden 
 
 
3.1 Geräte 
 
Folgende Geräte wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet: 
 
? Ultraschallvernebler LS-290 (Schill Medizintechnik) 
? Handspirometer (SpiroPro, Jaeger) 
? Wasserbad 37°C schüttelnd (GFL) 
? Kühlzentrifuge (Varifuge 3.2RS, Haeraeus, München) 
? Pipetus (Pipetus-Akku, Hirschmann-Laborgeräte) 
? Neubauer-Zählkammer (improved Neubauer, Neubauer) 
? Zytozentrifuge (Cytospin 2, Shandon) 
? Verstellbarer Vortexer (MS 1 Minishaker, IKA) 
? Reader (ELX800,  Biotek Instruments) 
? Washer für Multiwellplatten (Nunc-Immuno Wash 8, Nunc) 
 
 
3.2  Probanden,  Ein- / Ausschlusskriterien 
 
In die Studie wurden als Probanden gesunde Personen eingeschlossen, die  
keine akute Infektion der Atemwege  aufwiesen, nicht schwanger, kardiopulmo-
nal instabil oder jünger als 18  Jahre alt waren.  
Als wichtigster (potentieller) Einflussfaktor wurde der Status bezüglich des Ziga-
rettenrauchens angesehen. 
In die Gruppe der Nichtraucher wurden auch ehemalige Raucher klassifiziert, 
die angegeben hatten, seit mindestens 2 Jahren nikotinabstinent gewesen zu 
sein.  
Die Studie lag der Ethikkommission der Universität Marburg vor und wurde mit 
einem positiven Votum versehen. Alle Probanden wurden über den genauen 
Ablauf und die Risiken der Sputuminduktion aufgeklärt und gaben  ihr schriftli-
ches Einverständnis. 
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Eine detaillierte Auflistung demographischer Daten sowie Angaben zur Anam-
nese der Probanden findet sich im Anhang, S. 67. 
 
 
3.3  Induktion von Sputum 
 
3.3.1 Geräte und Materialien 
 
• Ultraschallvernebler LS-290 (Schill Medizintechnik) 
• Salbutamol 
• Spirometer (SpiroPro, Jaeger)  
• 4,5 %ige  Kochsalzlösung (Braun) 
• Nasenklammer 
• Mikroskop (Leitz) 
• Becher für die Sputumproduktion 
• Stoppuhr 
• Einmal-Becher, Petri-Schalen, Trinkwasser, Papiertaschentücher 
• Materialien zum Reinigen, Desinfektionslösung 
• Notfallkoffer 
 
 
3.3.2. Prozedurablauf 
 
Zuerst wurde dreimal direkt hintereinander eine Spirometrie durchgeführt. Falls 
ein Proband unter 70% seines Sollwerts lag, musste der Induktionsvorgang ab-
gebrochen werden. Anschließend wurde der jeweilige Proband aufgefordert, 2 
Hub-entsprechend 200 µg- Sultanol (Salbutamol) mit einer Dosierungshilfe zu 
applizieren.  
Dann wurde 10 Minuten gewartet und wiederum dreimal eine Spirometrie 
durchgeführt, um die postdilatatorischen Werte erheben zu können. Diese Wer-
te dienten als Basis für die Berechnung von Abweichungen des FEV1/VC-
Quotientens während der Induktion. Nun inhalierte der jeweilige Proband insge-
samt 20 Minuten lang Kochsalzlösung, wobei Nichtraucher und Raucher kon-
stant 4,5 %iges Kochsalz inhalierten. Die 20-minütige Inhalationsphase wurde 
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in 4 Intervalle von je 5 Minuten Dauer unterteilt. Zwischendurch wurde immer 
wieder eine Spirometrie durchgeführt, um gegebenenfalls die Induktion abbre-
chen zu können. Der Proband wurde aufgefordert, jederzeit den Induktionsvor-
gang selbst zu unterbrechen, falls er Sputum abgeben könne oder er sich in 
irgendeiner Art und Weise unwohl fühle. 
Das BAL-Material stammte aus Routine-Untersuchungen am Klinikum der Phi-
lipps-Universität Marburg. Alle Untersuchungen wurden vor dem 1.1.2004 dort 
durchgeführt. 
 
 
3.4 Aufarbeitung von Sputum  
 
3.4.1 Geräte und Materialien 
 
Für die Aufarbeitung der Sputumproben wurden folgende Materialien und Gerä-
te verwendet: 
 
• Destilliertes Wasser (Braun)                                    
• Wasserbad 37°C schüttelnd (GFL) 
• DTT (Sigma)                                     
• Zentrifuge (Varifuge 3.2RS, Haeraeus)  
• Isotone Kochsalzlösung (0,9%, Braun)                           
• Verstellbare Pipetten 
• Trypanblau (0,4%, Gibco)  
• Zählkammer (Neubauer Improved, Neubauer)             
• Pipetus (Pipetus-Akku, Hirschmann-Laborgeräte) 
• May-Grünwald-Färbelösung (Merck)          
• Giemsa-Färbelösung (Merck)                    
• Zytospin (Zytospin 2, Shandon) 
• Glasküvetten und Färbekörbchen               
• verstellbarer Vortexer (MS 1 Minishaker, IKA)  
• Objektträger (auch supergefrostet, Menzel)             
• Wecker 
• Filterkarten (Shandon, Pittsburgh, USA) 
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• Aceton (zur Analyse, Merck) 
• Methanol (zur Analyse, Riedel de Haen) 
• Petri-Schalen  
 
 
3.4.2  Durchführung  
 
Zunächst wurde die Sputummenge [in ml] bestimmt und die gleiche Menge an 
0,1%iger DTT/NaCl-Lösung hinzugefügt. Anschließend wurde das Sputum für 
15 Minuten in ein schüttelndes Wasserbad bei 37°C gestellt. Falls sich der 
Schleim als sehr schlecht löslich erwies, wurde die Inkubationszeit entspre-
chend verlängert. Das mit DTT versetzte Sputum wurde nochmals 1:10 mit iso-
toner Kochsalzlösung verdünnt und bei 600 g, bei 4°C 10 Minuten lang zentrifu-
giert. Der Überstand wurde bis auf 5 ml abgenommen, die Zellen resuspendiert. 
Dann wurden Zytopräparate mit Zellsuspensionen in verschiedenen Verdün-
nungen sowie Präparate für die immunhistochemische Bearbeitung hergestellt. 
Der Überstand wurde in 1-2 ml-Portionen bei -80 °C eingefroren.  
Mit der restlichen resuspendierten Zelllösung wurde eine Vitalitätsfärbung mit 
Trypanblau in einer Neubauer-Zählkammer  durchgeführt. Daraus ließen sich 
schließlich die Zellzahl pro ml Nativsputum und die Zellzahl pro ml verdünnten 
Sputums berechnen.  
Die Präparate wurden nach May-Grünwald gefärbt und eine differentiale Zell-
zählung durchgeführt, wobei 400 Nicht-Epithelzellen nach Zelltypen getrennt 
ausgezählt werden.  Eingeschlossen in die Studie wurden Präparate, welche 
nicht mehr als 25% Epithelzellen enthielten.  Auch mussten die Zellen intakt 
und klar abgrenzbar sein.  
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3.5 Gesamtproteinbestimmung 
 
3.5.1 Geräte und Materialien  
 
• BCA Protein Assay Kit  (Pierce, Rockford, USA) 
• 96-Well-Platte 
• isotone Kochsalzlösung (Baxter)  
• Verstellbarer Vortexer (MS 1 Minishaker, IKA) 
• Reader (ELX800,  Biotek Instruments) 
 
3.5.2 Durchführung 
 
Es wurde eine BSA-Stocklösung (2 mg/ml) verwendet, um Standards verschie-
dener Konzentrationen herzustellen. Dazu wurde folgendes Schema benutzt: 
 
BSA Diluent Konzentration
300 µl Stock-BSA 0 µl isotone Koch-
salzlösung 
2000 µg/ml (P) 
375 µl Stock-BSA 125 µl isotone Koch-
salzlösung 
1500 µg/ml (A) 
325 µl Stock-BSA 325 µl isotone Koch-
salzlösung 
1000 µg/ml (B) 
175 µl Lösung A 175 µl isotone Koch-
salzlösung 
750 µg/ml (C) 
325 µl Lösung B 325 µl isotone Koch-
salzlösung 
500 µg/ml (D) 
325 µl Lösung D 325 µl isotone Koch-
salzlöung 
250 µg/ml (E) 
325 µl Lösung E 325 µl isotone Koch-
salzlösung 
125 µg/ml (F) 
100 µl Lösung F 400 µl isotone Koch-
salzlösung 
25 µg/ml (G) 
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Als Diluent wurde stets das selbe Medium benutzt, das auch beim Aufarbeiten 
der Sputumproben eingesetzt worden ist. Nun folgte das Auftragen von 10 µl 
eines jeden Standards, des Leerwerts und allen Proben jeweils in Doppelbe-
stimmung. Im nächsten Arbeitsschritt wurden 200 µl Arbeitslösung, die aus 50 
Teilen BCA Reagenz A und einem Teil BCA Reagenz B hergestellt worden ist, 
in jedes Well pipettiert. Dann wurde die Platte vorsichtig 30 Sekunden lang bei 
Raumtemperatur geschüttelt. Die abschließende Inkubationszeit betrug  30 Mi-
nuten bei 37 °C. Nach Ablauf dieser Inkubation wurde die 96-Well-Platte wieder 
vorsichtig auf Raumtemperatur abgekühlt. Jetzt konnte die Proteinkonzentration 
der Proben durch Messen der Absorption bei 562 nm ermittelt werden. 
 
 
3.6 Zytokin-ELISAs 
 
3.6.1 Geräte und Materialien 
 
• Beschichtungspuffer 
• Waschpuffer 
• Diluent 
• Blocking Reagent 
• Streptavidin-POD-Konjugat 
• Stopplösung  -  3N  Schwefelsäure 
• Human IL-1ß, IL-6 und IL-8 capture: R&D Systems, polyklonal 
• Human IL-1ß, IL-6 und IL-8 detection: R&D Systems, polyklonal 
• Human IL-1ß, IL-6 und IL-8 protein; R&D Systems, polyklonal 
• Reader (ELX800,  Biotek Instruments) 
• Verstellbarer Vortexer (MS 1 Minishaker, IKA) 
• Washer für Multiwellplatten (Nunc-Immuno Wash 8, Nunc) 
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3.6.2 Durchführung des ELISAs 
 
Die Durchführung der ELISAs erfolgte nach Anleitung und unter Verwendung 
des R&D Systems ELISA Kits. Nachfolgend eine kurze Zusammenfassung des 
Arbeitsablaufes: 
    
Am ersten Tag wird eine Capture-Antibody-Lösung hergestellt und mit dieser 
eine 96-Well-Platte (Nunc-Immuno-Platten Maxi Sorp F96) bestückt, indem in 
jedes Well 100 µl pipettiert werden. Anschließend erfolgt eine Inkubation dieser  
Multiwell-Platte bei 4°C über Nacht. 
       
Am zweiten Tag  erfolgt eine Nachbeschichtung der Platte mit Blocking Rea-
gent, nachdem die Capture-Antibody-Lösung  nach der Über-Nacht-Inkubation 
wieder abgegossen worden ist.  Nun wird die Platte für 2-3 Stunden bei 37 °C 
inkubiert. Nach Ende dieser Inkubationszeit erfolgt das Auftragen des Stan-
dards und der Proben jeweils in Doppelbestimmung. Im Anschluss erfolgt die 
Inkubation der Platte über Nacht bei 4°C. 
Am dritten Tag wird zunächst Detection-Antibody aufgetragen. Die Multiwellplat-
te muss nun bei Raumtemperatur zwei Stunden lang geschüttelt werden. Hier-
nach erfolgt das Auftragen von Streptavidin-POD-Konjugat, TMB-Substrat und 
Stopp-Lösung (3-N-Schwefelsäure), bevor die Multiwellplatte zunächst bei 450 
nm, ggf. später bei 492 nm, im Reader gemessen werden kann.  
 
3.7 LL-37-ELISA 
 
3.7.1 Geräte und Materialien 
 
• Blocking Reagent (R&D Systems ELISA Kit, s.o.) 
• Detection Antibody (Clone 1-1 C12)   
• Waschpuffer (Standard R&D ELISA Kit) 
• Diluent (s.Zytokin-ELISAS) 
• Streptavidin-POD-Konjugat (Standard R&D ELISA Kit) 
• Stopplösung  -  3N  Schwefelsäure 
• LL-37-Standard (Sanbio) 
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• 1. Antikörper: anti-human LL-37/Cap18  von Sanbio    
• 2. Antikörper: anti-mouse-HRP von Amersham  
• Reader (ELX800,  Biotek Instruments) 
• Verstellbarer Vortexer (MS 1 Minishaker, IKA) 
• Washer für Multiwellplatten (Nunc-Immuno Wash 8, Nunc) 
 
 
3.7.2. Durchführung des ELISAs 
 
Dieser ELISA erfordert eine Bearbeitungszeit von 2 Tagen. 
 
1.Tag 
 
Vor Auftragen der Proben sollten diese in der Regel 1:5 oder 1:10 mit Diluent 
verdünnt werden und dann entsprechend in die Wells C1-H12 einer Standard-
Multiwellplatte einpipettiert werden. Das Diluent  besteht aus 1g bovinem Se-
rumalbumin auf 100 ml PBS (pH 7,4). Eine Verdünnungsreihe mit LL-37-
Standard wird folgendermaßen hergestellt: In Well A-G Nummer 1 und 2 wir 
jeweils 100 µl Diluent einpipettiert.  Danach werden  die Wells G1 und G2 sowie 
H1 und H2 jeweils 100 µl  LL-37 Standard bestückt, wobei die Wells A1 und A2 
nur Diluent, die Wells H1 und H2 hingegen nur Standard enthalten. Nun wird 
eine Standardreihe hergestellt, in dem aus den Wells G1 und G2 100 µl he-
rausgenommen werden und in die Wells F1 und F2 eingefüllt werden. Aus die-
sen Wells werden dann wieder jeweils 100 µl entnommen und in die Wells E1 
und E2 pipettiert. Dies wird bis B1 und B2 fortgesetzt, und die letzten 100 µl 
werden verworfen. Man erhält hierdurch eine Konzentration von 15,625 bis 
1000 ng/ml LL-37.  Die aufgetragenen Proben und Standardreihen werden nun 
bei offener Multiwellplatte über Nacht bei 37°C im Inkubator angetrocknet.  
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2. Tag  
 
Zunächst wird Waschpuffer aus 1 Liter PBS, 1ml Tween 20 und 1g flüssiger 
Gelatine hergestellt. Dann wird die Multiwellplatte dreimal mit Waschpuffer ge-
waschen. Als nächstes wird 300 µl Blocking Reagent Gelantine Hydrolysat (3 
ml Hydrolysat auf 30 ml Wasser) pro Well einpipettiert und 2h bei 37°C im Dun-
keln inkubiert. Daraufhin erfolgt ein erneuter dreimaliger Waschvorgang. Im 
darauf folgenden Arbeitsschritt werden 100 µl pro Well einer Detection Antibo-
dy-Lösung aufgetragen, die aus 100 µl Antikörper pro 12 ml Diluent hergestellt 
werden. Die Multiwellplatte wird nun für eine Stunde auf dem Schüttler inkubiert 
und im Anschluss daran wiederum dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Es 
erfolgt dann das Auftragen einer HRP (Peroxidase) Lösung, die aus 2 µl Anti-
körper pro 12ml Diluent hergestellt worden ist. Die Proben werden erneut auf 
dem Schüttler für eine Stunde inkubiert, worauf wieder ein dreimaliger Wasch-
vorgang folgt. Im daran anschließenden Arbeitsschritt werden 100 µl pro Well 
TMB aufgetragen und 8-10 Minuten auf dem Schüttler im Dunkeln (mit Alufolie 
bedeckt) inkubiert. Als letztes werden in jedes Well 100 µl H2SO4 pipettiert und 
die Proben bei 450 oder 490 nm gemessen. 
 
 
3.8 Mucin-ELLA (=Enzym Linked Lectin Assay) 
 
3.8.1 Geräte und Materialien 
 
• Lectin von Ulex europaeus (UEA-1) 
• Standard : dialysiertes Schweinemucin (Typ II, aus dem Magen) 
• Blocking Reagent (Proteinverdau aus Gelatine) 
• Detection Antibody: biotinyliertes WGA (Lectin aus Triticum vulgaris) 
• Streptavidin-POD Konjugat  (s.o.) 
• Reader (ELX800,  Biotek Instruments) 
? Verstellbarer Vortexer (MS 1 Minishaker, IKA) 
? Washer für Multiwellplatten (Nunc-Immuno Wash 8, Nunc) 
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3.8.2 Durchführung des ELLAs 
 
Die Durchführung des Mucin-ELLA erfolgt innerhalb von 3 Tagen. 
 
 
 
1.Tag 
Zunächst wird eine Multiwellplatte mit 100 µl pro Well einer UEA-1-Bicarbonat-
Carbonat-Puffer Lösung beschichtet. Diese Lösung wird aus 1,25 µg/ml UEA-1 
in Bicarbonat-Carbonat Puffer (pH 9,6) hergestellt.  Es erfolgt eine Inkubation 
der ELLA-Platte bei 4°C über Nacht. 
 
2.Tag 
Am Anfang steht ein dreimaliger Waschvorgang mit einem Waschpuffer beste-
hend aus 0,1% Tween in PBS. Im Anschluss daran werden 300 µl Blocking 
Reagent pro Well aufgetragen und für 2 bis 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Ein 
erneuter dreimaliger Waschvorgang wird angeschlossen. Als nächstes wird ei-
ne Standardreihe mit Schweinemucin Typ II nach bereits oben beschriebenen 
Schema pipettiert (s.LL-37 ELISA). Die so erzeugte Standardreihe verfügt über 
einen messbaren Bereich von 0,3 und 750 ng/ml Mucin. Die Proben werden 
von C1-H12 aufgetragen wie beim IL 1ß ELISA beschrieben. Anzumerken ist, 
dass die Proben häufig sehr stark verdünnt werden müssen, um Messergebnis-
se, die innerhalb der Standardkurve liegen, zu erhalten. Nun wird die Multiwell-
platte über Nacht bei 4°C inkubiert.  
 
 
3.Tag 
Nach Ende dieser Inkubationszeit schließt sich ein erneuter dreimaliger Wasch-
vorgang an. In einem nächsten Arbeitsschritt wird eine Detection Antibody-
Lösung, bestehend  aus 0,6 µg/ml biotinyliertem WGA (Lectin von Triticum Vul-
garis) in PBS mit 1% BSA (Diluent) aufgetragen (100 µl/Well). Es erfolgt eine 
erneute Inkubationszeit bei Raumtemperatur von 2 Stunden, woran sich wieder 
ein dreimaliger Waschvorgang anschließt. Es folgt ein Bestücken der Multiwell-
platte mit 100 µl/Well des Streptavidin-POD-Konjugats  sowie eine sich daran 
anschließende Inkubation von 30 Minuten bei Raumtemperatur. Wiederum wird 
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die Multiwellplatte dreimal mit Waschpuffer gereinigt. Im darauffolgenden Ar-
beitsschritt werden 100 µl/Well TMB Substrat Chromogen aufgetragen. Die Mul-
tiwellplatte wird nun für 10-15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inku-
biert. Im Anschluss daran werden 100 µl/Well Schwefelsäure aufgetragen, die 
als Stopplösung dient. Zuletzt wird die Absorption im Reader bei 450 bzw. 490 
nm gemessen. 
 
 
3.9 Immunhistochemie 
 
3.9.1 Geräte und Materialien  
 
Histostain Plus Kit Rabbit Primary (Zytomed, Berlin)  
hBD-1 (monoklonaler AK, s.Koczulla und Bals, 2003) 
hBD-2 (monoklonaler AK, s. Koczulla und Bals, 2003) 
LL-37  (monoklonaler AK, s. Koczulla und Bals, 2003) 
PBST (PBS mit 0,5% Tween) 
Hämalaun  (Merck, Deutschland) 
Aquatex (Merck, Deutschland) 
Eindeckgläschen (Zeiss, Deutschland) 
 
 
3.9.2 Durchführung 
 
Die Durchführung dieser immunhistochemischen Untersuchung erfolgte mit Hil-
fe des Histostain Plus Kit  Rabbit Primary der Firma Zytomed, Berlin. Die ent-
sprechenden primären Antikörper wurden anhand der Beschreibung von Koc-
zulla und Bals (2003) hergestellt.  
 
Zunächst wurden die zuvor fixierten Präparate aus dem -20°C Tiefkühlschrank 
genommen. Nach kurzer Wartezeit wurde Blocking Solution auf das Präparat 
getropft und 10 Minuten lang auf dem Objektträger belassen. Dann wurde die 
Lösung abgekippt und der primäre Antikörper für eine Einwirkzeit von einer 
Stunde aufgetragen. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Zytopräparate mit 
PBST 2 Minuten lang gewaschen. Als nächstes wurde Biotinyated Secondary 
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Antibody des Kits (sekundärer Antikörper) aufgetragen und wiederum 10 Minu-
ten abgewartet. Am Ende dieses Zeitintervalls wurde ein weiterer Waschschritt 
von 2 Minuten Dauer durchgeführt. Anschließend wurde Enzyme Conjugate 
aufgetragen und wiederum 10 Minuten gewartet. Es folgte ein weiterer 2 minü-
tiger Auswaschschritt . Als letztes wurde Substrate Solution aufgetragen. Nach 
einer abermaligen Wartezeit von 10 Minuten wurde 30 Sekunden lang mit Hä-
malaun gegengefärbt und 5 Minuten mit Leitungswasser gespült. Die Präparate 
wurden an der Luft getrocknet und schließlich mit Deckgläschen (Eindeckmittel 
Aquatex) versehen. 
 
 
 
3.10 Datenanalyse und statistische Auswertung 
 
Die primäre Rohdatenerfassung erfolgte durch Übertragen der demographi-
schen und klinischen Basisdaten sowie aller Messergebnisse in eine Excel-
Tabelle. Diese wurde über die vordefinierte Importschnittstelle in eine SAS-
Datenmenge umgewandelt. Alle weitergehenden Auswer-tungsschritte wurden 
dann innerhalb von SAS for Windows, Release 8.2 auf einem Standard-PC 
durchgeführt.  
 
 
3.10.1 Datenbeschreibung 
 
Die deskriptive Analyse der einzelnen Messgrößen erfolgte in erster Linie unter 
dem Aspekt des Vergleichs zwischen Rauchern und Nicht- bzw. Exrauchern.  
Um die Gruppenunterschiede in möglichst differenzierter und zugleich anschau-
licher Weise herauszuarbeiten, wurden für die graphische Darstellung Treppen-
funktionen geplottet, die zu jedem möglichen Wert der Variablen den (prozentu-
alen) Anteil von Probanden angeben, deren Meßwert mindestens so groß war 
wie der jeweilige Punkt auf der X-Achse. Diese Funktionen sind sehr nahe ver-
wandt mit sogenannten kumulativen Verteilungsfunktionen. Gegenüber den 
letzteren haben sie den Vorteil leichterer Interpretierbarkeit  (je langsamer die 
Kurve abfällt, desto stärker die Tendenz zu hohen Meßwerten).  Die Berech-
nung der Kurven erfolgte mittels der Prozedur  LIFETEST aus dem SAS-
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System (Version 8.2). Diese ist  eigentlich für die Berechnung von "Überlebens-
funktionen" nach Kaplan und Meier bestimmt. Für vollständige Daten (ohne 
Zensierung) reduziert sich eine Überlebensfunktion nach Kaplan-Meier auf eine 
Treppenfunktion der hier betrachteten Art, für die im folgenden die Bezeichnung 
Überschreitungsfunktion verwendet wird.  Zur Ergänzung dieser Darstellungen 
wurden bei einigen Variablen fernerhin Box-Whiskers-Plots erstellt. Die Berech-
nung der hierzu benötigten statistischen Maßzahlen (Arithmetisches Mittel, Me-
dian, Q1 und Q3) erfolgte mittels der SAS-Prozedur UNIVARIATE.  
 
 
 
 
3.10.2 Signfikanztests auf Gruppenunterschiede zwischen Rauchern und 
Nichtrauchern 
 
Beim Testen auf Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern wurde 
genauso wie bei der graphischen Darstellung im deskriptiven Teil ein nichtpara-
metrisches Verfahren eingesetzt. Zur Anwendung kam der Mann-Whitney-
Wilcoxon Test, der die Nullhypothese prüft, dass die in den Graphiken darge-
stellten Verteilungsfunktionen in den Grundgesamtheiten, denen die Stichpro-
ben entstammen, identisch sind. Dabei wurde jeweils vorausgesetzt, dass nur 
Abweichungen in einer im vorhinein feststehenden Richtung interessierten. Die 
angegebenen p-Werte gelten dementsprechend für die einseitige Form des 
Tests. Für die Berechnung der p-Werte wurde die SAS-Prozedur NPAR1WAY  
verwendet. Diese berücksichtigt auch sogenannte Bindungen zwischen den 
Meßwerten verschiedener Probanden, d.h. das Vorkommen  identischer Mess-
ergebnisse bei zwei oder mehr Probanden. 
Alle Aussagen über die Signifikanz von Gruppenunterschieden beziehen sich 
nur auf den jeweiligen Einzeltest, obwohl im Rahmen der  gesamten konfirmato-
rischen Auswertungsprozedur rund 20 p-Werte zu beurteilen waren. Eine Kon-
trolle des multiplen Signifikanzniveaus für die Gesamtheit der durchgeführten 
Einzeltests wurde nicht angestrebt.     
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3.10.3   Diagnostische Trennung von Rauchern und Nichtrauchern 
 
Entsprechend der Hauptfragestellung dieser Arbeit wurden die verschiedenen, 
im induzierten Sputum  bestimmten Parameter zuerst bezüglich ihres Beitrags 
zur Trennung zwischen Rauchern und Nicht- bzw. Ex-Rauchern evaluiert. Da 
nicht von einer multivariaten Normalverteilung der Messparameter ausgegan-
gen werden konnte, wurde hierzu eine multivariate logistische Regression ver-
wendet. Die Schätzung der Regressionskoeffizienten erfolgte mittels der  SAS-
Prozedur LOGISTIC. 
 
 
3.10.4  Analyse von Beziehungen zwischen Sputum-Parametern und 
Rauchfrequenz 
 
Bei dem in 3.10.3 dargestellten Auswertungsansatz geht man von der Vorstel-
lung aus, dass die Raucher genauso wie die Nicht- bzw. Ex-Raucher eine in 
sich homogene Gruppe sind. Demgegenüber erscheint es biologisch plausibel 
anzunehmen, dass die Effekte des Zigarettenrauchens vom Ausmaß der Expo-
sition abhängen. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden als quantitatives 
Maß für die Exposition bei jedem einzelnen Probanden die Anzahl der täglich 
gerauchten Zigaretten verwendet. Zur Untersuchung des Einflusses der einzel-
nen Messparameter  auf dieses Maß für die Rauchexposition wurden multiple 
lineare Regressionsanalysen durchgeführt.  Die Berechnung der Regressi-
onskoeffezienten erfolgte mittels einer weiteren, als PROC REG bezeichneten 
Prozedur im SAS-System. Zur Veranschaulichung der Regressionsergebnisse 
wurden die zugehörigen linearen Funktionen in Scatter Plots dargestellt. Bei 
multiplen Regressionen mit mehr als einer unabhängigen Variablen wurde mit-
tels der Regressionskoeffizienten deren gewichtete Summe berechnet und ge-
gen die Zigarettenzahl pro Tag als abhängige Variable geplottet. 
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4. Ergebnisse 
 
 
4.1 Demographische Daten 
 
Obwohl die Ausgangszahl von Probanden, bei denen die Sputum-Induktion 
durchgeführt wurde,  bei rund 100 lag, konnte aufgrund von Nichtansprechen  
auf die Methode bzw. Nichtauswertbarkeit der abgegebenen Sputumproben nur 
ca 50% der induzierten Probanden in die Studie eingeschlossen werden. Zwi-
schen den Probanden mit und ohne verwertbaren Sputumproben bestanden 
hinsichtlich der Verteilung der Baseline-Variablen Alter, Geschlecht und Rau-
cher-Status/Rauchfrequenz keine wesentlichen Unterschiede. 
 
Die insgesamt n=47 Probanden mit gemäß den Einschlusskriterien auswertba-
rem induziertem Sputum waren bezüglich des Geschlechts annähernd gleich-
mäßig verteilt. Wie sich aus Abb. 1 ablesen lässt, beliefen sich die genauen 
prozentualen Anteile auf 53% Frauen versus 47% Männer.  Die Alterverteilung 
war, wie sich aus der in Abb. 2 gezeigten Histogrammdarstellung ergibt, leicht 
rechtsschief, mit  deutlich nach links verschobenem Gipfel, welcher auf die 
Klasse der  25- bis 30-jährigen entfällt. 
 
 
 
Abb.1: Geschlechtsverteilung im Gesamtkollektiv. 
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Bei der Gegenüberstellung zwischen Rauchern (n=17) und  Probanden, die 
niemals geraucht bzw. das Rauchen schon vor längerer Zeit (mindestens aber 
vor 5 Jahren) aufgegeben hatten  (n=25+5 =30) , fand sich (vgl. die Box-
Whiskers-Plots in Abb. 3 bei praktisch übereinstimmenden Medianen  (27.0 
versus 27.5 Jahre)  in der ersteren Untergruppe neben deutlich ausgeprägterer 
Unsymmetrie (wiederum im Sinne von Rechtsschiefe) eine wesentlich größere 
Streuung (entsprechend der  Höhe der Boxen).  
 
Die Rauchexposition wurde sowohl bei den Rauchern als auch bei den Exrau-
chern eruiert. Die folgenden beiden Box-Whiskers-Plots beziehen sich nur auf 
die aktuellen Raucher im engeren Sinne, so dass ein Stichprobenumfang  von 
n=17 zugrunde liegt. Die mediane Anzahl von Package Years (definiert als Pro-
dukt aus der Anzahl von Zigarettenpäckchen pro Tag und dem Zeitabstand zwi-
schen Beginn des Rauchens und Durchführung der Sputuminduktion) belief 
sich auf 6.8. Die Zahl von täglich konsumierten Zigaretten  wurde im  Median 
mit 17.5 angegeben, entsprechend knapp 1 Päckchen pro Tag. Dieser Median 
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wurde von einigen Probanden um ein Vielfaches überschritten, mit einem Ma-
ximum von 50 Zigaretten pro Tag.  
 
 
 
 
 
 
                Abb. 4:  Verteilung der Anzahl von Package Years 
                bei den Rauchern (n=17). 
 -- 31 --
 
 
 
 
                      Abb. 5:  Verteilung des täglichen Zigarettenkonsums  
                      bei den Rauchern (n=17). 
 
 
 
Weitere Angaben zur Verteilung wichtiger  demographischer Variablen sowie 
der zu Versuchsbeginn gemessenen Lungenfunktionsparameter enthält die 
nachfolgende Tabelle: 
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Tab. 1:  Kennwerte zur Verteilung wichtiger Baseline-Variablen bei Rau-
chern und Nichtrauchern. 
 
 Raucher  Nichtraucher 
n 17  30 
Alter (ӯ  ± s) 30.4  ±  8.8  31.1  ±  8.8 
Geschlecht [m/w] 9/8  13/17 
Anteil [%]  Aller-
giker  30  40 
FEV  (ӯ [l] ± s) 3.92  ±  0.81  4.01  ±  0.97 
Package Years   (ӯ ± 
s) 10.2  ±  7.4  -- 
 
 
 
4.2 Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen 
 
Bei der Auswertung der im Rahmen der immunhistochemischen Aufarbeitung 
erhobenen Daten handelt es sich lediglich um qualitative Ergebnisse.  
Hierbei zeigten sich verschiedene Muster der Anfärbung, in Abhängigkeit vom 
jeweils verwendeten Antikörper.  
 
4.2.1 hBD-1 
 
Die Farbreaktion war in den meisten Fällen gut sichtbar. Es wurden hauptsäch-
lich Makrophagen und neutrophile Granulozyten durch eine rote Anfärbung dar-
gestellt.  Hierzu ein entsprechendes Abbildungsbeispiel: 
 
Neutro
philer 
Makro
phage 
 
Abbildung 6: hBD-1im induzierten Sputum bei  50- facher Vergrößerung 
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4.2.2 hBD-2  
 
Die immunhistochemische Aufarbeitung mit dem antimikrobiellen Peptid hBD-2 
als primärer Antikörper erbrachte in den meisten Fällen kein eindeutig verifizier-
bares Ergebnis.  Auch hierzu eine typische Abbildung:  
 
 
 
Abbildung 7: hBD-2 im induzierten Sputum bei 50-facher Vergrößerung 
 
 
 
4.2.3  LL-37 
 
Nach der Verwendung des primären Antikörpers LL-37 im Rahmen der immun-
histochemischen Bearbeitung von Sputumpräparaten, konnte man erkennen, 
dass hierdurch vermehrt neutrophile Granulozyten angefärbt wurden, beson-
ders im Vergleich zu hBD-1. Im folgenden erneut eine Beispielabbildung:  
 
 
Makro
phage 
Makr
opha
ge 
Epithelzelle 
Neutrophiler 
Lym-
phozyt 
Abbildung 8: LL-37 im induzierten Sputum bei 50-facher Vergrößerung 
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4.2.4  Kontrolle  
 
Zur Kontrolle der tatsächlich erfolgten Antigen-Antikörper Reaktion wurde stets 
ein Kontrollpräparat angefertigt. In diesem Fall wurde statt eines primären Anti-
körpers ein neutrales Medium, in der Regel PBS, verwandt. Nachfolgend die 
entsprechende Kontrolle zu der in §4.2  dokumentierten Serie von Sputum-
Proben:  
 
 
 
Abbildung 9: Kontrolle im induzierten Sputum bei 20-facher Vergrößerung 
 
 
 
 
 
 
4.3  Univariate Vergleiche zwischen Rauchern und Nicht-/ Ex-
rauchern bezüglich Zellzahlen und biochemischer Parameter 
 
In den univariaten Analysen wurde für alle Variablen Graphiken erstellt, die für 
beide Gruppen getrennt zu jedem möglichen Meßwert den Anteil von Proban-
den mit über diesen hinausgehendem Meßergebnis ("proportion exceeding") 
darstellen. Diese Kurven leiten sich direkt aus den sog. empirischen Vertei-
lungsfunktionen ab (vgl. z.B. Schäfer, 2001, §1.3.5).  Verläuft eine der beiden 
Kurven “im wesentlichen“ oberhalb der anderen, zeigt dies an, dass die Pro-
banden in der ersteren zu höheren Werten tendieren als diejenigen in der Ver-
gleichsgruppe. Die zu jedem Paar von Verteilungskurven angegebenen p-Werte 
basieren auf dem nichtparametrischen  U-Test von Mann-Whitney-Wilcoxon  
(siehe Schäfer, a.a.O., §3.9), der die Nullhypothese prüft, dass die entspre-
chenden Kurven in den Grundgesamtheiten, welchen die Stichproben ent-
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stammen, identisch sind. Alle p-Werte beziehen sich auf die einseitige Version 
des Tests. Sie gelten also unter der Voraussetzung, dass von  vornherein nur 
Abweichungen zwischen Rauchern und Nichtrauchern in eine von beiden mög-
lichen Richtungen in Betracht zu ziehen waren.   
 
Abbildung 10 zeigt die bezüglich der Gesamtzell-Zahl gefundenen Verteilungen. 
Erwartungsgemäß verläuft die für die Raucher ermittelte Kurve praktisch über 
der gesamten X-Achse oberhalb der für die Nichtraucher gefundenen Vertei-
lungskurve. Im Einklang hiermit verfehlte der p-Wert auf dem (einseitigen) 
Mann-Whitney-Wilcoxon Test die übliche Signfikanzschranke  mit 5.7% nur 
knapp. 
 
 
 
 
Abb. 10:  Verteilung der Gesamtzell-Zahl bei 
Nichtrauchern und Rauchern. 
 
 
 
 
Bei der Vitalität ergab sich ein weitgehend ausgeglichenes Bild, indem beide 
Überschreitungsfunktionen einen sehr ähnlichen Verlauf aufwiesen. Wie die 
detaillierte graphische Darstellung in Abbildung 11 u.a. außerdem zeigt, traten 
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Vitalitätswerte unterhalb der üblichen Normgrenze von 70 [%] in beiden Grup-
pen nur in wenigen Ausnahmefällen auf.  
 
 
 
 
Abb. 11: Verteilung der Zellvitalität bei 
Nichtrauchern und Rauchern. 
 
 
 
 
Hinsichtlich des Prozentsatzes von Makrophagen unter den im induzierten Spu-
tum ausgezählten Zellen unterschieden sich Raucher und Nichtraucher sehr 
deutlich: Wie aus Abbildung 12 ersichtlich wird, lag die Überschreitungskurve 
für die Nichtraucher über dem gesamten Range dieser Größe weit über der 
entsprechenden Kurve für die Raucher.  Der p-Wert im  Mann-Whitney-
Wilcoxon-Test  lag dementsprechend deutlich unterhalb der Signifikanzschwel-
le. Zur Ergänzung ist in Abbildung 12a das entsprechende Box-Whiskers-Plot 
hinzugefügt, aus dem insbesondere die Unterschiedlichkeit der Mediane direkt 
ersichtlich wird.  
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Abb. 12: Verteilung des Makrophagen-Anteils  im induzierten 
Sputum von Nichtrauchern und Rauchern. 
 
 
 
Abb. 12a: Box-Whiskers-Plot zu den Verteilungen aus Abbildung 12. 
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Das Ergebnis des analogen Vergleichs hinsichtlich des prozentualen Anteils 
neutrophiler Granulozyten zeigen die Abbildungen 13/13a.  Hier kehrte sich die 
Richtung des Unterschiedes, der sich wiederum fast gleichmäßig auf den ge-
samten Range der Variablen bezog und für den im Mann-Whitney-Wilcoxon 
Test der p-Wert praktisch exakt mit der Signifikanzschwelle zusammenfiel, er-
wartungsgemäß um: Die im induzierten Sputum untersuchten Zellen spalteten 
sich zum weitaus überwiegenden Anteil  (> 90%) auf in Makrophagen und 
neutrophile Granulozyten, so dass zwischen Makrophagen- und neutrophilen-
Anteil in derselben Probe eine sehr hohe negative Korrelation bestand.  Diese 
wird durch den geringen Abstand der Einzelpunkte von der Regressionsgera-
den im Streuungsdiagramm aus Abbildung  13b veranschaulicht. 
 
 
 
 
Abb. 13: Verteilung des Anteils neutrophiler Granulozyten im 
induzierten Sputum von Nichtrauchern und Rauchern. 
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Abb. 13a: Box-Whiskers-Plot zu den Verteilungen aus Abbildung 13. 
 
 
Abb. 13b: Lineare Regression des Anteils neutrophiler Granulozyten 
auf den Makrophagen-Anteil im Gesamtkollektiv. 
 
 -- 40 --
Der im Vergleich  zur Gesamtzellzahl in beiden Gruppen geringe Anteil an 
Lymphozyten war zwischen Rauchern und Nichtrauchern ebenfalls deutlich un-
terschiedlich verteilt, wie eine genauere Inspektion der folgenden  Abbildung 14 
zeigt. Ausschlaggebend für die Beurteilung des Ausmaßes der Unterschiedlich-
keit beider Verteilungen ist nämlich der vertikale Abstand der dargestellten Kur-
ven, der vor allem für Werte bis  6 [%]  beträchtlich ist. Insoweit stimmt der im 
Mann-Whitney-Wilcoxon-Test gefundene p-Wert von rund 3% mit dem opti-
schen Eindruck überein. 
 
 
 
Abb. 14: Verteilung des Anteils von Lymphozyten im 
induzierten Sputum von Nichtrauchern und Rauchern. 
 
 
Für den Proteingehalt zeigte sich, wie aus der nächsten Graphik (Abbildung 15) 
ersichtlich wird, eine deutliche Verschiebung der Verteilung bei den Rauchern in 
Richtung auf kleinere Werte.  Im einseitigen Mann-Whitney-Wilcoxon Test  er-
gab sich mit einem p-Wert von rund 6% ein knapp oberhalb der Signifikanz-
schranke gelegenes Resultat. 
 
 -- 41 --
 
 
Abb. 15: Verteilung des Gesamtproteins im 
induzierten Sputum von Nichtrauchern und Rauchern. 
 
 
 
 
 
 
 
Weniger eindeutig ist das Bild, das sich für IL-1β ergab. Von den in Abbildung 
16 hierzu dargestellten Überschreitungsfunktionen liegt zwar diejenige für die 
Raucher  im weitaus überwiegenden Teil des Wertebereichs weit oberhalb der 
für die Nichtraucher ermittelten Kurve, was sich insbesondere in einer Erhöhung 
des Medians für die Raucher manifestiert (→  Abbildung 16 a). Auf Grund der 
Überschneidung beider Kurven in der Nähe des Ursprungs sowie am rechten 
Rand des Wertebereichs lag aber der p-Wert aus dem Mann-Whitney-
Wilcoxon-Test mit rund 12% deutlich oberhalb der Signifikanzschranke. 
 
 
 
 
 
.  
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Abb. 16: Verteilung von Interleukin 1 β  im  indu- 
zierten Sputum von Nichtrauchern und Rauchern 
 
 
 
Abb. 16a: Box-Whiskers-Plot zu Abbildung 16. 
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Die genaue Verteilung der Interleukin-6-Werte ist in Abbildung 17 dargestellt.  
Wie aus der Graphik unmittelbar ersichtlich wird, bezieht sich der Hauptunter-
schied zwischen Rauchern auf den Anteil von Werten unterhalb der messtech-
nischen Nachweisbarkeitsgrenze (Nullwerte). 
 
 
 
Abb. 17: Verteilung von Interleukin 6  im induzier- 
ten Sputum von Nichtrauchern und Rauchern. 
 
Während in den Sputumproben von  weniger als 15% der Nichtraucher IL 6 in 
meßbaren Mengen vorhanden war,  wurden IL-6-Werte oberhalb der Nachweis-
barkeits-Grenze bei mehr als 40% der Raucher gemessen. Das durch den ho-
hen Anteil von Nullwerten bedingte "pathologische" Aussehen der IL-6-
Verteilung, besonders bei den Nichtrauchern, wird aus den zugehörigen Box-
Whiskers-Plots (→  Abbildung 17 a) ersichtlich: 
Bei den Nichtrauchern besteht die Verteilung der Nichtnull-Werte ausschließlich 
aus Ausreißern, d.h. aus Werten, die um mehr als das 1.5-fache des Quarti-
labstandes vom oberen Quartil abweichen, wobei Q3  genau wie Q1 und der 
Median mit der Null zusammenfällt. Im Gegensatz dazu hat bei den Rauchern 
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die obere Hälfte der Box eine normale Form, indem das dritte Quartil  wie ge-
wohnt gegenüber dem Median deutlich nach oben verschoben ist. Der p-Wert 
von rund 1%, der unter Berücksichtigung des hohen Anteils sogenannter Bin-
dungen (Übereinstimmungen der Meßergebnisse verschiedener Probanden)  
mittels des Mann-Whitney-Wilcoxon-Tests berechnet worden ist, spiegelt in ers-
ter Linie den großen Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern hin-
sichtlich des Anteils von Nullwerten wider. 
 
Abb. 17a: Box-Whiskers-Plot zu den Verteilungen aus Abbildung 17. 
 
 
 
Im Gegensatz zum Interleukin 6 erwiesen sich für Interleukin 8 die Unterschiede 
der Verteilungen bei Rauchern und Nichtrauchern als  vernachlässigbar (siehe 
Abbildung 18). Insbesondere waren die Unterschiede zwischen den medianen 
IL-8-Werten sehr gering  (→ Abbildung 18 a),  und der p-Wert aus dem Mann-
Whitney-Wilcoxon-Test lag mit rund 31% dementsprechend weit weg von der 
Signifikanzschranke.    
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Abb. 18: Verteilung von Interleukin 8  im  induzierten 
Sputum von Nichtrauchern und Rauchern. 
 
Abb. 18a: Box-Whiskers-Plot zu den Verteilungen aus Abbildung 18. 
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Die detaillierte Darstellung der für LL 37 erhaltenen Ergebnisse enthält Abbil-
dung 19. 
Der Verlauf der Verteilungskurven von Rauchern gegenüber Nichtrauchern 
lässt eine ausgeprägte Tendenz zu erhöhten LL-37-Werten erkennen. Wie Ab-
bildung 19a zeigt, lag insbesondere der mediane LL-37-Wert bei Rauchern fast 
doppelt so hoch wie bei Nichtrauchern.  Im Mann-Whitney-Wilcoxon-Test ergab 
sich mit 8.5 % zwar kein unterhalb der Signifikanzschranke  gelegener p-Wert. 
Dies lässt jedoch in keiner Weise den Schluss zu, dass es sich um lediglich zu-
fallsbedingte Abweichungen zwischen den Gruppen handelt, da die Power des 
Tests in Anbetracht der Stichprobenumfänge ziemlich gering war. 
 
 
 
Abb. 19: Verteilung von LL 37  im induzierten 
Sputum von Nichtrauchern und Rauchern. 
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Abb. 19a: Box-Whiskers-Plot zu den Verteilungen aus Abbildung 19. 
 
 
Der letzte Schritt der univariaten Analyse bezog sich auf die Ergebnisse der 
Mucin-Bestimmungen. Wie aus Abbildung 20 hervorgeht, konnte der Befund 
von Caramori [2004], dass es bei Rauchern zu einer beträchtlichen Erhöhung  
des Mucin-Levels kommt, eindeutig reproduziert werden. Der Unterschied war 
statistisch signifikant, bei einem sogar unterhalb von 1% gelegenem p-Wert im 
zugehörigen nichtparametrischen Test.  Wie das zugehörige Paar von Box-
Whiskers-Plots (→ Abbildung 20a) zeigt, manifestierte sich die Erhöhung der 
Mucinwerte unter Zigarettenrauch-Exposition mit Bezug auf die Quartile beider 
Verteilungen in der Weise, dass der Median für die Gruppe der Nichtraucher 
ziemlich genau dem unteren Quartil bei den Rauchern entsprach. 
 
 
 
 -- 48 --
 
 
Abb. 20: Verteilung von Mucin  im induzierten 
Sputum von Nichtrauchern und Rauchern. 
 
 
Abb. 20a: Box-Whiskers-Plot zu den Verteilungen aus Abbildung 20. 
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4.4  Untersuchung zur Diskrimination zwischen Rauchern und    
Nichtrauchern mittels der im induzierten Sputum bestimmten    
Parameter 
 
Ein plausibler Ansatz zur Bewertung des Ausmaßes der Assoziation zwischen 
ausgewählten Laborparametern und Expositionsstatus (in unserem Falle dem 
Indikator für Zigarettenrauchen) beruht auf folgender Überlegung: Angenom-
men, die zu bewertenden Parameter sollen dazu verwendet werden, im Sinne 
einer diagnostischen Beurteilung für einen beliebigen Probanden vorherzusa-
gen, ob es sich um einen Raucher oder Nichtraucher handelt. Je besser die 
Treffergenauigkeit, die sich dabei erzielen lässt, umso enger die Assoziation.  
 
Im ersten Schritt dieses Teils der Datenanalyse wurde eine logistische Regres-
sion  mit allen 11 in §4.3 auf der univariaten Ebene analysierten Parametern 
durchgeführt. Diese wurden dabei als die unabhängigen Variablen behandelt, 
während der Raucherstatus als abhängige Variable diente. Die hierbei ermittel-
ten Regressionskoeffizienten, die in Tabelle 1 aufgelistet sind, wurden an-
schließend als Gewichte für die rechnerische Zusammenfassung der 11 IS-
bezogenen Variablen zu einem Gesamtscore benutzt. Für diesen wurde ein 
Cut-off-Wert bestimmt, mit dem die optimal mögliche Trennung zwischen Rau-
chern und Nichtrauchern erreicht wird, sofern ein Proband bei Überschreiten 
dieses Cut-off als Raucher und bei Unterschreiten als Nichtraucher klassifiziert 
wird. Die hierbei erreichte Trefferquote lässt sich leicht durch Auszählen über 
die in dem als Abbildung 21 dargestellten Punktediagramm bestimmen: Jeder 
rot markierte Punkt unterhalb der Cut-off-Linie entspricht einem Raucher, der 
fälschlich als Nichtraucher klassifiziert wurde. Analog entsprechen die oberhalb 
der Linie gelegenen, blau gezeichneten Punkte je einem falsch zugeordneten 
Nichtraucher. Wie man sieht, gab es 4 Raucher und 1 Nichtraucher, die unter 
Ausnutzung der in allen 11 Parametern enthaltenen Information nicht korrekt 
eingruppiert wurde. Als Trefferquote ergab sich dementsprechend die Zahl:  
100 × (1 −  5/46) = 89.1%.  
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Tab. 2:  Ergebnisse der logistischen Regression mit allen 11 IS-bezogenen 
Parametern als unabhängigen und dem Raucherstatus als abhängiger Va-
riablen. 
 
Intercept Zellz. Vit Prot Makr Neut 
85.4084 2.447E-7 -0.1102 -0.00154 -0.8264 -0.7556
Lymph IL 1  β IL 6 IL 8 Mucin  LL 37 
Variable 
Regr.-Koeff. 
-0.7016 0.1416 0.1577 -0.0183 0.00320 0.00172
 
  
 
 
 
 
Abb. 21: Werte der Diskriminanzfunktion auf der Basis 
aller 11 Parameter aus der Untersuchung des 
induzierten Sputums. 
 
 
 
Zur Evaluierung des Beitrags, den die biochemischen Parameter zur diagnosti-
schen Trennung zwischen Rauchern und Nichtrauchern leisten, wurden an-
schließend die analogen Schritte ohne Berücksichtigung der Interleukine, von 
Mucin sowie LL 37 durchgeführt. Das logistische Regressionsmodell, das dabei 
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an die Daten angepasst wurde, umfasste demnach nur noch 6 unabhängige 
Variablen, für deren Regressionskoeffizienten sich die in Tabelle 2 gezeigten 
Werte ergaben. 
 
 
Tab. 3:  Ergebnisse der logistischen Regression bei Nichtberücksichti-
gung der biochemischen Parameter. 
 
Intercept Zellz. Vit Prot Makr Neut 
27.4402 4.59E-7 -0.0274 -0.00341 -0.2725 -0.2489
Lymph --- --- --- --- --- 
Variable 
Regr.-Koeff.
-0.1909 --- --- --- --- --- 
 
 
Als optimaler Cut-off-Wert, mit dem der zugehörige, weder die Interleukine noch 
Mucin oder LL 37 einbeziehende  Score für die Zwecke der Trennung zwischen 
Rauchern und Nichtrauchern zu vergleichen ist, ergab sich die Zahl  -0.343. 
Wie sich anhand von Abbildung 22 optisch nachvollziehen lässt, ist diesmal die 
Anzahl von Punkten, die auf der falschen Seite der Cut-off-Linie liegen, erheb-
lich größer als vorher, als auch die 5 biochemischen Parameter eingingen. Die 
genaue Auszählung ergibt jetzt 6 falsch klassifizierte Raucher und 5 in die 
Gruppe der Raucher einzuordnende Nichtraucher, so dass die diagnostische 
Trefferquote absinkt auf den Wert:  100 × (1 −  11/46) = 76.1%. Der Zuwachs 
auf fast 90% korrekter Zuordnungen, der sich unter Einbeziehung der bioche-
mischen Parameter erzielen ließ, spiegelt deren Relevanz für die Differenzie-
rung zwischen beiden Probandengruppen wider.   
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Abb. 22: Werte der Diskriminanzfunktion bei Elimi- 
nierung der biochemischen Parameter. 
 
 
 
4.5    Multivariate Untersuchung der Abhängigkeit zwischen 
Rauchfrequenz und den im induzierten Sputum bestimmten  
Parametern  
 
In Anbetracht der im vorangehenden Abschnitt dargestellten positiven Ergeb-
nisse zur Frage der diagnostischen Wertigkeit der im induzierten Sputum be-
stimmten Parameter für die Trennung zwischen Rauchern und Nichtrauchern 
lag es nahe zu überprüfen, inwieweit diese auch als Prädiktoren für die quanti-
tative Rauchexposition von Bedeutung sind.  Hierzu wurden für die Gruppe der 
Raucher multiple lineare Regressionensananalysen mit der täglichen Rauchfre-
quenz als der abhängigen Variablen und verschiedenen Kombinationen bzw. 
Auswahlen von IS-bezogenen Parametern als unabhängigen Variablen durch-
geführt. Die Auswahl der relevanten Einflussgrößen erfolgte dabei schrittweise, 
und zwar sowohl unter schrittweiser Hinzufügung weiterer Prädiktoren (Forward 
Selection) als auch  "abbauend", d.h. mit schrittweiser Verringerung der Anzahl 
berücksichtigter Kovariablen (Backward Elimination).   
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Beide Verfahren der Variablenselektion führten zum selben Ergebnis:  Bei der 
Forward Selection war die an erster Stelle ausgewählte Variable die Gesamt-
zellzahl, und als zweitwichtigster Prädiktor der Zigarettenzahl pro Tag wurde IL 
6 identifiziert. 
Umgekehrt wurden bei der Backward Elimination alle anderen Kovariablen bis 
auf die Gesamtzellzahl und IL 6 wegen einem im Vergleich zu diesen relativ 
geringen Beitrag zur Vorhersage der Rauchfrequenz von dem Algorithmus aus 
dem Modell entfernt.  
 
Die nachfolgend gezeigten Graphiken zur Vorhersage der täglichen Zigaretten-
dosis beschränken sich dementsprechend auf die Gesamtzellzahl und IL 6. Ab-
bildung 23 zeigt die lineare Regression auf die Gesamtzellzahl allein, während 
in Abbildung 24 die gewichtete Summe aus der Zellzahl und dem IL-6-Wert (zu-
züglich einer als Intercept bezeichneten Konstante) auf der X-Achse abgetra-
gen ist. Als optimale Werte lieferte die Regressionsanalyse dabei folgende Zah-
len: 
 
Intercept:10.48261   
Zellzahl [Mio/ml]:1.31 
IL-6 [pg/ml]:  0.38557  . 
 
Von besonderem Interesse ist dabei der Vergleich beider Regressionen hin-
sichtlich des Anteils R2   der durch das Modell erklärten Varianz der Rauchfre-
quenz. Dieser erhöhte sich durch die zusätzliche Einbeziehung von IL 6 von 
rund 40 auf 60 Prozent, was die Bedeutung der Interleukinfraktion 6 als Prädik-
tor für die Rauchexposition unterstreicht.  (Auf die Angabe der p-Werte, mittels 
derer in der  Regressionsanalyse  die Regressionskoeffizienten auf Abweichung 
von Null geprüft werden, wird hier verzichtet, da diese Testverfahren Normal-
verteilung der abhängigen Variablen voraussetzen.)  
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Abb. 23: Punktediagramm zur linearen Regression der 
täglichen Zigarettenfrequenz auf die Gesamtzellzahl 
im induzierten Sputum 
 
 
 
 
Abb. 24: Punktediagramm zur multiplen linearen 
Regression der täglichen Zigarettenfrequenz die 
Gesamtzellzahl und IL 6. 
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5. Diskussion 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung induzierter Sputa von Rau-
chern  und Nichtrauchern. Das zentrale Resultat der Studie  zeigt, dass bereits 
bei gesunden Rauchern eine Entzündung der Atemwege abläuft.  Dies äußert 
sich vor allem einer Hochregulation der beiden proinflammatorisch wirksamen 
Zytokine  IL-1ß und IL-6 wie auch des antimikrobiellen Peptids LL-37. 
 
 
5.1 Zelldifferenzierung 
 
Hinsichtlich der Zelldifferenzierung ergab sich in unserer Studie ein recht klares 
und gut interpretierbares Bild:  Mit Hilfe  der in §3.10.2 beschriebenen Verfah-
ren konnte der Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern in der Ver-
teilung des Makrophagenanteils statistisch gesichert werden. Bestätigt wurde 
insbesondere die zu erwartende Richtung der Abweichung, indem sich der Ma-
krophagenanteil bei den Rauchern als signifikant  verringert erwies. Selbst für 
den durchweg vergleichsweise geringen Anteil der Lymphozyten konnte  in un-
serer Studie ein signifikanter Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrau-
chern nachgewiesen werden, wobei sich bei den Rauchern erhöhte Werte er-
gaben. Der umgekehrte Effekt beim Anteil der neutrophilen Granulozyten  war, 
bezogen auf die bei den Makrophagen gefundene Relation, ebenfalls sehr deut-
lich. Im entsprechenden statistischen Test verfehlte jedoch der p-Wert knapp 
die Signifikanzschranke. Es kann vermutet werden, dass sich hierin lediglich die 
Tatsache widerspiegelt, dass trotz einer Verdoppelung der Fallzahlen gegen-
über inhaltlich vergleichbaren Studien in der Literatur (s.u.) die Power auch in 
der vorliegenden Studie nur für sehr starke Effekte ausreichend hoch war. Ähn-
liches gilt für das Gesamtprotein, das bei Rauchern deutlich verringert zu sein 
scheint. 
 
Die weitgehenden Resultate, die in der bisher vorhandenen Literatur zur Frage 
von charakteristischen Änderungen im Diffentialzellbild von Patienten mit Er-
krankungen der Atemwege zu finden sind, entstammen einer Studie von Balza-
no et al. aus dem Jahre 1999. Diese schloss neben Gesunden mit und ohne 
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chronische Exposition an Zigarettenrauch sowie Asthmatikern vor allem Patien-
ten mit stabiler COPD ein.  Da es sich bei der COPD um eine chronische Ent-
zündung der Lunge handelt, galt das Hauptinteresse dieser Autoren einer Bes-
tätigung der Hypothese, dass das differentiale Zellbild in dieser Patientengrup-
pe sich von demjenigen bei gesunden Vergleichsprobanden im Sinne einer 
Linksverschiebung unterscheidet. Die von Balzano und Mitautoren gewonnenen 
Daten  konnten die Annahme einer solchen Verschiebung zwar nicht im strikten 
Sinne statistisch bestätigen, aber im deskriptiven Rahmen durchaus plausibel 
machen. Insbesondere zeigten sich deutliche, wenn, wie gesagt, auch nicht 
signifikante Unterschiede  bezüglich des Prozentsatzes von Makrophagen und 
Neutrophilen Granulozyten. Letztere manifestierten sich in einem praktisch ver-
doppelten Anteil der neutrophilen Granulozyten bei COPD-Patienten im Ver-
gleich zu gesunden Rauchern und Nichtrauchern. Der Anteil an Makrophagen 
verhielt sich in den Daten von Balzano et al. gegenläufig zum Anteil an neu-
trophilen Granulozyten: Er betrug bei COPD-Patienten im Mittel nur etwa 1/3 
des für die gesunden Kontrollen eruierten Wertes. Zwischen gesunden Rau-
chern und Nichtrauchern konnten im Gegensatz hierzu in der gleichen Studie 
keine ausgeprägten Unterschiede hinsichtlich der Zelldifferenzierung ausge-
macht werden 
Auch bezüglich der Gesamtzellzahl im induzierten Sputum existieren bislang 
lediglich Daten, die COPD-Patienten mit gesunden Rauchern und/oder Nicht-
rauchern vergleichen, wobei kein signifikanter Unterschied bezüglich der Ge-
samtzellzahl zwischen den beschriebenen Gruppen gefunden werden konnte 
[Vernooy et al. 2002, Balzano et al. 1999]. 
Nachdem die in der bisherigen Literatur verfügbaren Studien sich mit relativ 
kleinen Stichprobenumfängen  (n ≈ 10 pro Gruppe) begnügt hatten, wurden im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit wesentlich größere Gruppen rekrutiert, um 
zumindest die ausgeprägteren der Effekte auch statistisch absichern zu kön-
nen. Trotz erheblicher Anstrengungen bei der Probandenrekrutierung (die Aus-
gangszahl von Probanden, bei denen die Sputum-Induktion durchgeführt wur-
de, lag  bei rund 100) konnte aufgrund methodisch-technischer Schwierigkeiten 
die effektive Gruppengröße gegenüber der Studie von Balzano et al. nur etwa 
verdoppelt werden. Wie die Ergebnisse hinsichtlich des Anteils an Makropha-
gen sowie neutrophilen Granulozyten gezeigt haben, hat aber bereits eine Stei-
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gerung der Stichprobenumfänge in dieser Größenordnung zu einem erhebli-
chen Zuwachs an statistisch abgesicherten Resultaten geführt.    
 
Eine von der Fallzahl her vergleichsweise große Studie (n=96) über Gesamt-
zellzahlen, Vitalität und differentiale Verteilung auf die wichtigsten Zellarten im 
Sputum war bereits im Jahre 2000 von Belda et al. vorgelegt worden. Allerdings 
handelte es sich hierbei anstatt um eine vergleichende um eine einfache Nor-
malwertstudie, die lediglich gesunde, nicht  nikotinabhängige  Probanden ein-
schloss. Die Auswertung der Sputumproben ergab für dieses Probandenkollek-
tiv für die verschiedenen Zellarten arithmetische Durchschnitts-werte, die mit 
den von uns in der Nichtraucher-Gruppe gefundenen Ergebnissen im wesentli-
chen  vergleichbar sind. Eine ähnliche Studie zur Zellzahl und -verteilung im 
Sputum von gesunden Rauchern wurde bislang nicht vorgelegt.  
 
 
5.2 Antimikrobielle Peptide kommen in den Zellen des induzier-
ten Sputums vor. 
 
In den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen 
interessierte uns auch die Frage, ob es mittels immunhistochemischen Metho-
den gelingen würde, das intrazellulärere Auftreten von verschiedenen AMPs 
nachzuweisen. Da in der Literatur bisher nur sehr wenige Daten zum intrazellu-
lären Vorkommen dieser Gruppe von Peptiden publiziert worden sind, wurde zu 
dieser Fragestellung  hier eine Art  „Feasibility-Studie“ durchgeführt.  Die Er-
gebnisse waren in dem Sinne positiv, dass ein qualitativer Nachweis der Pepti-
de möglich war. Für den Antikörper hBD-2 konnte in den meisten Fällen keine 
positive Reaktion verzeichnet werden. hBD-1 konnte sowohl in Makrophagen 
als auch in neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden. Im Gegensatz 
dazu konnte LL-37 hauptsächlich  in neutrophilen Granulozyten zur Darstellung 
gebracht werden; die  für Makrophagen  zu verzeichnende Reaktion erwies sich  
als wesentlich schwächer.  
 
Obwohl es sich bei den hier vorgestellten Ergebnissen zur immunhisto-
chemischen Darstellbarkeit antimikobieller Peptide im intrazellulären Bereich 
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lediglich um qualitative Daten handelt, erscheint die Aussage gerechtfertigt, 
dass diese Peptide intrazellulär gespeichert werden. Um deren quantitatives 
Ausmaß erfassen zu können, bedarf es weitergehender Untersuchungen mit 
verfeinerten Methoden auf der Basis einer standardisierten Zellzählung sowie 
einer FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting). Ein wesentliches 
Ziel für die  Zukunft  besteht in der Klärung der Frage, ob und in welchem Gra-
de AMPs zu Entzündungsreaktionen beitragen.  
  
 
5.3  Zellzahlen versus biochemische Parameter als Indikatoren 
für den Effekt des Zigaretterauchens 
 
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Gewinnung von Daten, die über 
die Frage Aufschluss geben, welchen über die Zellzahlen und -anteile hinaus-
gehenden Beitrag die Zytokine im induzierten Sputum biochemisch bestimmten 
Parameter der Zytokin- und AMP-Ausschüttung für die Differenzierung zwi-
schen Nichtrauchern und klinisch (noch) gesunden Rauchern leisten. Der erste 
Schritt zur Beantwortung dieser Frage bestand in der vergleichenden Gegen-
überstellung der Verteilungen dieser Parameter in beiden Probandengruppen.   
 
Von denen zeigten im Rahmen dieser univariaten Vergleiche IL-1ß und IL 6 die 
deutlichsten Unterschiede. Für IL-1ß  fand sich bei den Rauchern eine ausge-
prägte, wenn auch statistisch nicht als signifikant nachweisbare Tendenz zu 
gegenüber Nichtrauchern erhöhten Werten. Der Anteil von Fällen, bei denen IL-
1ß wegen Unterschreitung der Nachweisbarkeitsgrenze nicht mehr meßbar 
war, hatte in beiden Gruppen die gleiche Größenordnung (rund 10 Prozent). 
 
Da bisher lediglich eine Studie existierte, in der das IL-1ß-Level von stabilen 
versus symptomatischen Asthmatikern verglichen wird, wobei bei letzteren ein 
deutliche erhöhtes IL-1ß-Niveau konstatiert wurde [Konno et al.,1996], kann zur 
Zeit über eine Erklärungsmöglichkeit für den leicht erhöhten IL-1ß-Spiegel ledig-
lich spekuliert werden.  
Pathophysiologisch geht man von folgendem Modell aus: Zigarettenrauch ist 
ein inhomogenes Gemisch aus verschiedenen Partikeln und Gasen [Hogg 
2004]. Wird dieses Gemisch eingeatmet, so wird es in der humanen Lunge als 
Fremdkörper registriert, mit der Folge einer Aktivierung von Makrophagen, die 
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ihrerseits eine Reihe von unterschiedlichen inflammatorischen Zytokinen produ-
zieren und sezernieren [Martin TR, 1997]. Am Anfang dieses als inflammatori-
sche Kaskade bezeichneten, mehrstufigen Prozesses steht die Ausschüttung 
von IL-1ß und TNF-α. Aus diesem Grund werden diese Substanzen  häufig  
auch „early response cytokines“ genannt. Sie aktivieren neben weiteren Ma-
krophagen  u.a. auch  Epithel- und Endothelzellen sowie Fibroblasten, die dar-
aufhin ihrerseits zusätzliche inflammatorische Zytokine produzieren  und aus-
schütten. Dabei werden unter anderem auch sogenannte Chemokine freige-
setzt, die zu einer Einwanderung von Leukozyten in das entzündete Areal füh-
ren und als Untergruppe der Zytokine betrachtet werden. Sowohl neutrophile 
Granulozyten als auch Makrophagen zeigen dann eine antiinflammatorische 
Wirkung im entzündeten Gebiet. Wie in einer kürzlich erschienenen Arbeit ge-
zeigt werden konnte, führt eine Überexpression mit IL-1ß in der Lunge einer 
erwachsenen Maus zur Entstehung einer COPD-ähnlichen Entzündung. [Lap-
palainen et al. 2005]. 
 
Auch wenn sich in unseren Daten keine eindeutige Änderung  der IL-8-Werte 
bei Zigarettenrauchern abzeichnete, lässt die signifikante Steigerung des An-
teils der neutrophilen Granulozyten klar darauf schließen, dass regelmäßiger 
Zigarettenkonsum über einen genügend langen Zeitraum hinweg als chronisch 
persistierender Prozess die gesamte inflammatorische Kaskade aktiviert. Im 
übrigen ist als mögliche Erklärung für die Abwesenheit von Unterschieden in 
der Verteilung der IL-8 Werte wiederum die eingeschränkte Power der von uns 
durchgeführten statistischen Tests  in Betracht zu ziehen:  Trotz der  im Ver-
gleich zu den von anderen Arbeitsgruppen veröffentlichten Daten etwa verdop-
pelten Probandenrekrutierung  erreichten die Stichprobenumfänge auch in un-
serer Studie nicht die Größenordnung, wie sie z.B. in kontrollierten klinischen 
Therapiestudien üblich ist.  
 
Die Bestimmung von IL-6 im Überstand von induziertem Sputum gestaltete sich 
ähnlich wie bei IL-1ß recht schwierig. Tatsächlich  konnte bei rund 85% aller 
Nichtraucher IL-6 nicht in messbaren Mengen nachgewiesen werden. Dennoch 
zeigten sich beim Vergleich der Verteilungen für IL-6 zwischen Rauchern und 
Nichtrauchern  Unterschiede, die sich statistisch im Rahmen der in § 3.10.2 be-
schriebenen Vorgaben eindeutig absichern ließen.  Denn der Anteil von Pro-
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banden mit über der Meßbarkeitsgrenze liegendem IL-6-Wert vergrößerte sich 
bei den Rauchern von 15 auf über 40%, so dass das Vorliegen von messbaren 
Mengen von IL-6 unabhängig von der Höhe des Wertes im Rahmen unserer 
messmethodischen Bedingungen als ein relativ starker Hinweis auf  Nikotinab-
hängigkeit zu bewerten ist. Dies untermauert noch einmal die Annahme, dass 
der dauerhafte Zigarettenkonsum einen chronischen Entzündungsprozess un-
terhält, der als Vorstadiums der COPD eingestuft werden kann, da das Zytokin 
IL-6 im Rahmen einer akuten Entzündungsreaktion vermehrt ausgeschüttet 
wird. In der Entzündungskaskade wird IL-6 etwa zum gleichen Zeitpunkt  wie IL-
8 ausgeschüttet. Es gilt als Akute-Phase-Protein und hat eine proinflammatori-
sche Wirkung [Takizawa 1998]. Obwohl die Unterschiede hinsichtlich der Rate 
von IL-6-Werten im messbaren Bereich bereits mit den uns vorliegenden Stich-
probenumfängen statistisch gesichert werden konnten, wäre die Durchführung 
einer Replikationsstudie mit nochmals vervielfachten Fallzahlen auch mit Hin-
blick auf diesen Befund unbedingt wünschenswert. 
 
Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Bestimmung von 
antimikrobiellen Peptiden (AMPs) im Überstand des induzierten Sputums. Hier-
für wurde ein speziell in unserer Arbeitsgruppe entwickelter LL-37-ELISA sowie 
ein eigener Mucin-ELLA (Enzym Linked Lectin Assay) verwendet.  
LL-37, das im Rahmen dieser Arbeit erstmals für Untersuchungen im induzier-
ten Sputum als Laborparameter eingesetzt worden ist, gehört zu der relativ 
großen Gruppe der sogenannten antimikrobiellen Petptide (=AMPs), von denen 
angenommen wird, dass sie eine nicht unerhebliche Rolle im Rahmen der an-
geborenen Immunität des Menschen spielen. Ihre genaue Rolle bei der Entzün-
dungsreaktion ist bis heute noch nicht geklärt. Bei AMPs handelt es sich allge-
mein gesagt um körpereigene Abwehrstoffe, die auf mukösen Oberflächen 
exprimiert werden und antimikrobielle Eigenschaften an den Tag legen.  Des 
weiteren wird von ihnen angenommen, dass sie in einer recht frühen Phase der 
Entzündungskaskade eine Rolle als Entzündungsmediatoren spielen und wei-
terhin unter anderem die Chemotaxis beeinflussen. Aufgrund dieser Eigen-
schaften liegt die Vermutung nahe, dass AMPs eine Rolle bei der Pathogenese 
der COPD spielen. Aus diesem Grund wollten wir Aufschluss darüber erhalten, 
in welchem Stadium der Krankheitsentstehung sich ein Wandel in der Aus-
schüttung dieses antimikrobiellen Peptides vollzieht. 
 -- 61 --
 Bei Rauchern haben wir insgesamt  per ELISA etwa doppelt so hohe mediane 
LL-37-Werte gemessen wie bei Nichtrauchern. Dass der p-Wert im Test auf 
Unterschiede zwischen den zugehörigen Verteilungen die Signifikanzschwelle 
nicht erreichte, erklärt sich u.E. wiederum am plausibelsten durch die geringe 
Power des Tests, bedingt durch eine  Gesamtfallzahl von rund 50. Auch für LL-
37  halten wir es für sehr wahrscheinlich, dass sich die Differenz zwischen Rau-
chern und Nichtrauchern in einer Replikationsstudie mit entsprechend vergrö-
ßerten Stichprobenumfängen als signifikant nachweisen ließe. Pathophysiolo-
gisch ließe sich der Anstieg  des LL-37- Levels unter chronischem Zigaretten-
konsum dadurch erklären, dass von diesem AMP angenommen wird, dass es 
im Rahmen einer Entzündung eine Rolle als Mediator spielt. Daher liegt es na-
he, dass es genau wie beispielsweise IL-1ß oder IL-6 bei einer chronischen Zi-
garettenraucheinwirkung hochreguliert wird. Da bisher aber die genaue Rolle 
von LL-37 im Rahmen eines  chronischen Entzündungsprozesses nur unzurei-
chend erforscht ist, bleiben diese Aussagen bis auf weiteres letztendlich speku-
lativ. 
 
Als weitgehend evident kann hingegen die Tatsache betrachtet werden, dass 
langjährige Raucher genau wie  COPD-Patienten häufig morgendlichen Aus-
wurf produzieren.  Dies ist in erster Linie durch eine rauchbedingten Störung 
der mukozilliären Clearence erklärbar. Durch ganz feine Rauchpartikel werden 
die Zilien in den kleineren und auch größeren Atemwegen behindert [Hogg 
2004]. Es sammelt sich dort  Schleim an, der durch einen Hustenreiz schluss-
endlich abgehustet werden kann. Dieser Schleim bietet, insbesondere bei 
COPD-Patienten, ein denkbar günstiges Milieu für Infektionen, die dann meist 
eine akute Exazerbation einer COPD auslösen [Rogers 2005]. 
Für uns stellte sich nun die Frage, inwieweit die oben beschriebene Störung der 
mukoziliären Clearance schon bei jüngeren gesunden Rauchern eine Rolle 
spielt. Hierzu wurde der Mucingehalt im Überstand von gesunden Rauchern 
und Nichtrauchern mittels Mucin-ELLAs bestimmt. Erwartungsgemäß zeigte 
sich für Raucher ein wesentlich erhöhter Medianwert, wobei der zugehörige 
statistische Test  einen p-Wert ergab, der sogar das 1%-Niveau deutlich unter-
schritt. Dies untermauert in recht klarer Weise die Vermutung, dass Rauchen 
bereits in einem recht frühen Stadium einer „Raucherkarriere“ in gravierender 
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Weise in die Physiologie des pulmonalen Systems eingreift. Auch bietet dieser 
Befund eine plausible Erklärung für die schleichende Pathogenese einer irre-
versiblen Atemwegsobstruktion im Rahmen einer COPD.  
 
Im multivariaten Teil der Datenanalyse wurde als erstes Kriterium für die Be-
wertung des Beitrags der biochemisch bestimmten Parameter zur Erfassung 
der genannten pathophysiologischen Veränderungen die Verbesserung der 
Genauigkeit herangezogen,  mit der sich die  Sputum-Proben bezüglich des 
Raucherstatus der Probanden klassifizieren lassen. Hierzu wurde die Trennung 
zwischen Rauchern und Nichtrauchern analog zu einem diagnostischen Diskri-
manzproblem angegangen. Die Berechnung der Diskriminanzfunktion  erfolgte 
zum einen unter Berücksichtigung aller im induzierten Sputum bestimmten Pa-
rameter, zum anderen nur auf der Basis der durch Zellzählung und -
differenzierung ermittelten Werte (einschließlich Vitalität und Gesamtprotein). 
Da das Gesamtprotein ein Gemisch verschiedener Proteine darstellt, welches 
recht unspezifisch ist, wird es in dieser Arbeit nicht zu den biochemischen Pa-
rametern  gezählt. 
Unter Berücksichtigung aller Parameter (einschließlich der mittels biochemi-
scher Verfahren ermittelten) ließen sich auf diese Weise insgesamt fast 90 Pro-
zent der Proben korrekt klassifizieren. Bei Eliminierung der Interleukine, von LL-
37 sowie dem Mucinwert aus der Diskriminanzfunktion sank die diagnostische 
Trefferquote auf 76% Prozent ab, wobei dieser Unterschied direkt als Maß für 
den Beitrag der biochemisch ermittelten Parameter zur  Differenzierung zwi-
schen Rauchern und Nichtrauchern interpretiert werden kann: Im negativen Fall 
würde die Trefferquote bei Hinzunahme der biochemisch bestimmten Parame-
ter in die Diskriminanzfunktion  unverändert bleiben.    
Für eine realistische Bewertung der unter Berücksichtigung aller im induzierten 
Sputum gemessenen Parameter erreichbaren Klassifikationsgenauigkeit ist al-
lerdings zu beachten, dass die Anwendung der ermittelten Diskriminanzregel 
auf die gleiche Stichprobe ("Lernstichprobe"), anhand derer die Gewichte für die 
einzelnen Komponenten bestimmt wurden, tendenziell zu einem Bias in die op-
timistische Richtung führt. Um diese Verzerrung zu reduzieren, wäre die Durch-
führung einer sogenannten Kreuzvalidierung erforderlich, für die aber die ver-
fügbare Stichprobe in ein Lern- und ein Validierungssample aufgeteilt werden 
muss, was wiederum eine andere Größenordnung der Fallzahlen voraussetzt. 
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 Als zweites Kriterium für die Bewertung der verschiedenen Parameter hinsicht-
lich ihrer Bedeutung als Indikatoren für durch das Zigarettenrauchen induzierte 
pathophysiologische Veränderungen wurde im Rahmen der multivariaten Ana-
lysen der Anteil der erklärten Varianz der Rauchfrequenz herangezogen.  Dabei 
zeigte sich, dass bereits zwei der insgesamt 11 von  uns in den Sputumproben 
bestimmten Parametern dazu ausreichen, über 60% der Varianz der Anzahl der 
von den Rauchern pro Tag konsumierten Zigaretten zu erklären. Nächst der 
Gesamtzellzahl leistete dabei IL-6 den stärksten Beitrag zur Varianzaufklärung, 
was als weiterer Hinweis auf die Relevanz dieser Interleukinfraktion im vorlie-
genden Zusammenhang gelten kann. Hinsichtlich der Einschätzung der Genau-
igkeit , mit der die  tägliche Rauchfrequenz mittels einer optimal gewichteten 
Summe aus Gesamtzellzahl und IL-6 Wert vorgesagt werden kann, stellt sich 
ein analoges Problem wie bei der Beurteilung der Trefferquote der Diskrimi-
nanzfunktion für die Unterscheidung zwischen den Rauchern als Gesamtgruppe 
und den Nichtrauchern: Die angegebenen Korrelationskoeffizienten bzw. Vari-
anzanteile beziehen sich auf dieselbe Stichprobe, anhand derer auch die Koef-
fizienten für die Gewichtung der als Prädiktoren verwendeten Parameter be-
rechnet wurden. Bei der Überprüfung der Formel in einer neuen Stichprobe zi-
garettenrauchender Probanden würde sich der Anteil der durch die gefundene 
Kombination aus Gesamtzellzahl und IL-6 erklärbaren Varianz der Erwartung 
nach mehr oder minder deutlich verringern.   
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6. Zusammenfassung 
 
Die COPD gilt bezüglich Klinik und Epidemiologie als die bedeutendste und 
gravierendste  Langzeitkomplikation eines langjährigen Nikotinabusus. In der 
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob diese Entzündung  bereits bei jungen, 
klinisch noch gesunden Rauchern zu finden ist. Hierzu wurden Nichtraucher als 
gesunde Kontrollen rekrutiert und mit einer Stichprobe von gesunden Rauchern 
bezüglich des Diffentialzellbildes, mehrerer Zytokine sowie des  antimikrobiellen 
Peptids LL-37 verglichen. Alle diese Parameter wurden im induzierten Sputum 
der Probanden bestimmt. 
 
Im klinisch-experimentellen Teil bestand das methodische Vorgehen in der 
Entwicklung eines detaillierten Protokolls für die Sputuminduktion,  die an-
schließende Aufarbeitung der Sputumproben sowie der Bestimmung der inte-
ressierenden zellulären und immunhistochemischen Parameter. Die differentia-
le Zellzählung erfolgte auf der Basis von  mindestens 400 Nicht-Epithelzellen in 
nach May-Grün-Giemsa gefärbten Präparaten. Der intrazelluläre Gehalt an den 
antimikrobiellen Peptiden hBD-1, hBD-2 und LL-37 wurde im Überstand des 
Sputums mittels immunhistochemischer Darstellung bestimmt. Ebenfalls im 
Sputumüberstand wurde der Gesamtproteingehalt mittels eines BCA Protein-
Assay gemessen. Zur Bestimmung der Zytokine  IL-1ß, IL-6 und IL-8 wurden 
geeignete ELISA-Techniken eingesetzt.  Das antimikrobielle Peptid LL-37 wur-
de mit Hilfe eines in der eigenen Arbeitsgruppe entwickelten speziellen ELISAs 
bestimmt. Für die Ermittlung des Mucingehalt im Sputumüberstand wurde ein 
neu etablierter Mucin-ELLA (=Enzym Linked Lectin Assay) verwendet. 
 
Der Prozess der Probandenrekrutierung führte zum Einschluss von insgesamt 
ca. 100 freiwilligen, gesunden, rauchenden bzw. nichtrauchenden Versuchsper-
sonen. Obwohl der Anteil von Probanden, die im Sinne der im Protokoll festge-
legten Einschlusskriterien auswertbare Sputumproben lieferten, nur rund 50% 
betrug, lagen die effektiven Fallzahlen in beiden Vergleichsgruppen (Raucher: 
n=17; Nichtraucher: n=30) erheblich über den in den bisherigen Studien zum 
induzierten Sputum bei COPD-Patienten verfügbaren Stichprobenumfängen.   
Folgende Hauptergebnisse konnten im Rahmen dieser Arbeit erhoben wer-
den: 
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• Der Makrophagen-Anteil war bei Nichtrauchern signifikant gegenüber Rau-
chern erhöht. 
• Falls IL-6 überhaupt im Sputum nachweisbar ist, ist die Wahrscheinlichkeit 
hoch, dass es sich bei diesem Probanden um einen Raucher handelt. 
• Für IL-8 ergaben sich im Vergleich der beiden Probandengruppen keine sig-
nifikanten Unterschiede. 
• Weiterhin zeichnete sich eine deutliche Tendenz zu erhöhten LL-37-Werten 
bei Rauchern ab. Diese Ergebnisse waren zwar nicht signifikant; es kann 
aber davon ausgegangen werden, dass dies durch Beschränkungen der 
Fallzahl und damit der Power des durchgeführten Signifikanztests bedingt 
war. 
• Biochemische Parameter leisten zur korrekten Klassifikation eines Proban-
den als Raucher oder Nichtraucher einen relevanten Beitrag: Unter Verwen-
dung dieser Parameter war eine korrekte Zuordnung bei rund  90% der Pro-
banden möglich; bei Nichtberücksichtigung der biochemischen  Parameter 
reduzierte sich die Rate korrekter Zuordnungen auf 76%. 
• IL-6 leistet einen wesentlichen Beitrag zur Prädiktion der Rauchexposition. 
In einem multivariaten linearen Regressionsmodell konnte gezeigt werden, 
dass das Einbeziehen von IL-6 den Anteil der erklärten Varianz der Rauch-
frequenz von rund 40% auf 60% erhöht. 
 
Zusammenfassend konnte damit gezeigt werden, dass sich die Zellzusammen-
setzung des Sputums bereits zu Beginn einer „Raucherkarriere“  im Sinne einer 
Entzündung verändert. Die Hypothese einer chronischen Entzündung konnte 
untermauert werden durch den Nachweis einer Hochregulation von IL-1ß und 
IL-6 bei Rauchern: beide Zytokine besitzen eine proinflammatorische Wirkung 
und besitzen somit die Fähigkeit zur Unterhaltung eines chronischen Entzün-
dungsprozesses.  
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7. Anhang 
 
 
 
 -- 67 --
Tabellarische Übersicht über das Probandenkollektiv 
 
 
 
Lfd. Nr. Geschl 
      
Alter 
Raucher-
status Rauchbeginn   Anzahl Zig/d Allergien  Voerkrankungen 
1 w 27 NR  keine Keine  
7 m 34 NR  keine Keine 
 11 w 25 NR  keine Belastungsasthma seit 5 Jahren 
15 w 41 NR  keine Keine 
 16 w 47 NR  Ratte, Maus Keine 
 17 w 36 NR  keine Keine 
22 m 24 NR  keine Keine 
 27 w 26 NR  keine Keine 
29 w 25 NR  keine Keine 
 31 m 29 NR  keine Keine 
 41 w 24 NR  keine Keine 42 w 27 NR  Hase, Katze, Meer-schweinchen geringes Asthma bronchiale (allergisch) 
43 w 39 NR  keine Keine 
47 m 27 NR  Gräser (gering) Keine 
 48 m 36 NR  keine Keine 
54 w 24 NR  
Pollen, Bäume, 
Katze Keine 
80 w 24 NR  keine Keine 
 60 w 32 NR  keine geringfügiger grippaler Infekt 63 m 21 NR  keine Keine 
66 w 60 NR  Lösungsmittel Keine 
67 m 34 NR  Obstschalen Keine 
 69 m 40 NR  keine wenig erkältet 
71 w 30 NR  
Gräser, Pollen, 
Bäume, Getreide Keine 
72 m 45 NR  keine Keine 
75 m 28 NR  
Hausstaub, Pferde, 
Katzen, Penicillin  Keine 80 w 24 NR  keine Keine 
18 w 23 Ex 1994-1998        2 keine chron. Rhinitis 
35 m 27 Ex 1991-1993      20 Biene Keine 
 58 w 23 Ex 1996-2000      20 keine Keine 
64 m 25 Ex 1997-2000      20 
Citrusfrüchte (ge-
ring) früher häufig Bronchitiden 
68 m 31 Ex 1989-1996      20 
geringe Rhinitis 
allergica wenig Schnupfen 
 13 w 44 R 1975        5 Penicillin, Nickel, Katze Struma 
20 m 27 R 1995      20 keine Keine 
21 m 27 R 1988      20 keine Keine 
 25 m 41 R 1981      20 keine Keine geringes Asthma bronchiale 
(allergisch) 36 m 21 R 2001      20 Gräser, Katze, Hund 
38 w 41 R 1983      10 keine Keine 
62 m 23 R 1996      20 keine Keine 
 65 w 21 R 1999        5 keine Keine 
73 m 30 R 1991      20 keine Keine 
74 m 28 R 1998        2 Medikamente Keine 
82 m 46 R 1983      20 keine ganz geringer Rest Schnupfen 
 83 w 25 R 1993        2 keine Keine 
84 w 43 R 1990  keine früher chron. Sinusitis  
 
85 w 28 R 1996      30 
Rhinitis allergica, 
Hausstaub Keine 
86 m 26 R 1993        0 keine Keine  88 w 24 R 2000        0 keine Keine 
89 m 22 R 1995     5 0 keine Keine 
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